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Résumé

Ce travail a été réalisé dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales et
aromatique d’origine algérienne. Dans ce conteste, on a choisi une plante du Nord algérien,
endémique du bassin mediterranéen et qui appartient a la famille des Apiacées,
Elaeoselinum asclepium L. L’extraction des molécules bioactives a été effectuée en
utilisant la méthode de la macération a froid. Les tests de dosage ont été réalisés pour
quantifier le taux des phénols totaux et des flavonoides dans les extraits. Le pouvoir
anticoagulant vis-a-vis de la voie exogéne a été évalué in vitro en calculant le temps de la
coagulation (TQ). Au fait, la macération nous a permis d’obtenir six extraits: Hexane;
chloroforme; E.acétate, n-Butanol, MeOH, aqueux, dont le rendement le plus élevé a été
enregistré par I’extrait MeOH (32.5%). Le test du dosage des phénols totaux a montré que
tous les extraits en contiennent et notamment 1’extrait MeOH et H20 (161,45+0,078ug
EAG/mg Ext. et 108,72+0,031ug EAG/mg Ext. respectivement), cependant le dosage des
flavonoides a donné des valeurs faibles variées de 18,03+0,076pg EQ/2mg Ext. a
11,93+0,343ug EQ/2mg Ext. Les temps de la coagulation obtenus sur un plasma normal en
présence des extraits testésont indiqué que nos échantillons exercent une faible activité

anticoagulante sur la voie exogene.

Mots clés: Elaeoselinum asclepium, Polyphénoles, Flavonoides, Activité

anticoagulante
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Abstract

This present study was conducted within the framework of the valorization of
medicinal and aromatic plants of Algeria. In this context, we decided to select a plant from
northern Algeria, endemic to the Mediterranean which belongs to the Apiaceae family,
Elaeoselinum asclepium L. The extraction of bioactive molecules was done using the cold
maceration method. Assay tests were performed to quantify the level of total phenols and
flavonoids in the extracts. Anticoagulant potency vis-a-vis the exogenous pathway was
rated in vitro by calculating the coagulation time (TQ). Therefore, the maceration allowed
us to obtain six extracts: Hexane; chloroform; E.acétate,n-Butanol, MeOH,and aquous
extract. The highest yield was recorded by the MeOH extract (32.5%). The total phenol
assay showed that all the extracts contained it and in particular the MeOH and H20 extract
(161.45 + 0.078 pg EAG / mg Ext and 108.72 + 0.031 pg EAG / mg Ext
respectively).Whereas, the flavonoid assay gave varied low values of 18.03 + 0.076ug EQ /
2mg Ext. at 11.93 + 0.343ug EQ / 2mg Ext. Clotting times obtained on normal plasma in
the presence of tested extracts showed that our samples exert a weak anticoagulant activity

on the exogenous pathway.

Key words: Elaeoselinum asclepium, Polyphenols, Flavonoids, Anticoagulant activity.
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LISTE D’ABREVIATION

GP : Glycoprotéine

ATP : Acide Adénosine Tri-phosphate

ADP : Acide Adénosine Di-phosphate

PS : Plaquette Sanguin

HNF : Héparine non fractionnée

HBMP : Héparine de Bas Poids Moléculaire
FIl a : Facteur xa et la thrombine

F 1X : Facteur antihemophilique

DX 9065a : Dérivé synthétique de I’acide propanoique qui inhibe directement le facteur
Xa

F 1 : Thrombine formé par les deux voies catalyse la conversion de fibrinogéne
F X I 1l a: Facteur stabilisateur de Fibrine

Rpm : Rotation Par Minute

TQ : Temps de Quick

TP : Taux de Prothrombine

PPP : Plasma Pauvre en Plaquettes

PL : phospholipides

Eq Ag/ Ext : Equivalents d’Acide Gallique par Extrait

EqQ/Ext: Equivalents de la Quercétine par Extrait.
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INTRODUCTION

Depuis des milliers d'années, 1'humanité a utilisé¢ diverses ressources trouvées dans
son environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies (Athamena, 2009).
En effet, plusieurs produits pharmaceutiques ont été dérivés des plantes, ces dernicres
passent dans I’esprit de la population pour leur efficacité et tolérance et donc la naissance

d’une médecine qui s’appelle la médecine douce (Hami et al., 2011).

Chez tous les €tres vivants, il existe un seule métabolisme qui est le métabolisme
primaire qui fournit les molécules de base, sauf les plantes qui produisent un autre type de
métabolisme qui s’appelle le métabolisme secondaire. Les molécules produites de ce
dernier est nommée métabolites secondaires et ce sont les responsables des vertus

thérapeutiques des plantes médicinales et aromatique (Mohammedi, 2013).

Ainsi, Putilisation trés vaste des plantes médicinales depuis 1’antiquité pour traiter
les différentes pathologies courantes ont poussé les chercheurs a étudier leurs activités
pharmacologiques. Ces études ont pour but de confirmer leurs propriétés thérapeutiques,
plus que I’isolement et I’identification des molécules qui en responsables et donc un bon

usage (Lamaoui, 2011).

Les poly phénols présentent le groupe des métabolites secondaires le plus important
a cause de leurs structures chimiques diversifiées. Les composés phénoliques et
particulierement les flavonoides, posseédent des propriétés thérapeutiques différentes entre
autre: antioxydantes, anticoagulantes, antimicrobiennes, hépato-protectrices, gastro-

protecteur (Bruneton, 1999).

La coagulation du sang est un processus par lequel le sang perd sa liquidité et forme
des caillots ce qui empéche perte du sang (hémorragie) lors d’une blessure. De ce fait,
I’utilisation d’un anticoagulant permet de ralentir une coagulation excessive. Il s'agit d'un
médicament utilis¢é sous contréle médical étroit permettant de fluidifier le sang et
d'empécher sa coagulation (la formation des caillots).Pour diminuer 1’usage des produits
chimiques comme anticoagulants, on a retourné vers la nature grace a L’utilisation des
plantes qui peuvent interagir de plusieurs manieres avec 1’hémostase ou modifier 1'action
des antithrombotiques, ou possede des propriétés fibrinolytiques inhibitrices de la

thrombine) (Neu, 2011).
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INTRODUCTION

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales d’origine algériennes et donc
¢largir leur utilisation, on a choisi dans cette étude une plante médicinale et aromatique
d’origine algérienne, endémique du bassin méditerranéen, appartenant a la famille des

Apiacées, c’est I’ Elaeoselinum asclepium L.

Notre travail sera divisé en deux parties, une partie bibliographique et une autre
expérimentale. La partie bibliographique regroupe trois chapitres, dont le premier chapitre
parle de la famille des Apiacées, le genre Elaeoselinum ainsi que 1’espéce étudiée, le
deuxiéme chapitre traite des métabolites secondaires, alors que dans le troisiéme chapitre,

on va parler des activités biologiques et précisément celle anticoagulante.

De plus, la partie expérimentale contient deux chapitres. Dans le premier chapitre, on
va présenter tout le matériel et les méthodes utilisées pour réaliser ce travail, alors que le

deuxieéme chapitre présente les différents résultats obtenus ainsi que leur discussion.




CHAPITREI :
FAMILLE DES APIACEES



CHAPITRE | FAMILLE DES APIACEES

1. Géneralités sur la famille des Apiacées

Les Apiacées anciennement appelées Ombelliféres (reconnaissables par leur
inflorescence en ombelle), sont déja bien diversifiées, trés nombreuses renferment environ
3000 - 3750 especes et 300 - 455 genres (Tabanca et al., 2006). Essentiellement,elle sont
des plantes herbacées, annuelles, bisannuelles, ou le plus souvent vivaces. Se répartissent

dans les régions tempérées surtout dans I’hémisphere Nord

C’est une famille trés homogene facile a reconnaitre grace a son inflorescence en
ombelles composées. Paradoxalement, les especes de cette famille sont assez difficiles a

différencier les unes des autres ( Deysson, 1979 )

2. Classification des Apiaceées

La position systématique de la famille selon la classification de Cronquist est la
suivante :
Regne : Plantae
Sous-reégne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Apiales

Famille : Apiaceae

3. Distribution de la famille des Apiacées a travers le monde

La famille des Apiacées est répartie sur la majeure partie du globe (Tab. 01; Fig. 01),
et essentiellement dans les régions montagneuses tempérées et relativement rare en zone
tropicale (Heywood et al., 1996). Aussi, elle occupe une place importante dans la flore
algérienne ou elle est représentée par 55genres, 130 especes (dont 24 endémiques) et 26

sous especes (Quézel et Santa, 1963).
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Figure 01: Répartition géographique mondiale des Apiacées

(Pimenov et Leonov, 1993).
Les genres se répartissent entre les divers continents, avec une prédominance pour le

continent asiatique.

Tableau 01: Répartition mondiale des genres d'Apiacées (Pimenov et Leonov,
1993;Heywood et al., 1996)

Continent Genres Endémiques
Afrique 126 divers 50
Amérique 197 52
Asie 265 159
Australie 36 11
Europe 139 29
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4. Botanique et propriétés des Apiaceés
4.1. Appareil végétatif

Les plantes de la famille des Apiacées sont essentiellement des plantes herbacées

annuelles, bisannuelles ou le plus souvent vivaces.

4.1.1.Appareil souterrain

Ce sont souvent des racines pivotantes, dures pouvant méme se tubérisées (carotte) et
ayant au collet une structure de tiges. Celle-ci, se prolonge en un pivot radiculaire portant

des radicelles ou de petites racines secondaires (Bach et al.,1979).

4.1.2.Tige

Est ordinairement cannelée et creuse par résorption précoce de la moelle au cours de la
croissance, elle est dite fistuleuse. Les tiges portent a I'extérieur des sillons dans le sens de

la longueur (tiges cannelées) (Bach et al., 1979).

4.1.3.Feuilles

Les feuilles sont alternes sans stipules, pennées ou palmées et le plus souvent
composées a folioles profondément découpées ou lobées, mais certaines especes ont des
feuilles entiéres (buplevre par exemple), a nervation pennée a palmée. Les pétioles sont

souvent élargis a leur base, engainant la tige (Bach et al., 1979).
4.2. Appareil reproducteur

4.2.1. Inflorescence

L’ombelle représente 1’inflorescence typique des Apiacées, anciennement appelées
pour cette raison Ombelliféres. Les ombelles peuvent étre simples, munies a leur base d’un
verticille de bractées formant un involucre. Les ombelles peuvent également é&tre
composées d’ombellules, pourvues a leur base de bractéoles disposées en involucelle

(Bach et al., 1979).

4.2.2.0mbelle

Est constituée par des pédicelles ou rayons insérés sur un méme point de la tige. Les
fleurs s’épanouissent toutes a un méme niveau au bout de chaque pédicelle. Chaque rayon

est en principe axiles par une bractée mais bien souvent seules les plus externes persistent

-
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et forment I’involucre. Lorsque les pédicelles sont trés courts, les fleurs deviennent
sessiles. On obtient un capitule et on s’approche alors de la famille des Astéracées.
L’ombelle composée est formée d’un groupement d’ombelles appelées alors ombellules.

Chaqgue ombellule possede a sa base un involucelle.

L’ombelle peut étre pourvue d’une fleur terminale au centre de I’inflorescence. Cette
fleur différe des autres par son pédoncule plus court, son organisation florale et sa couleur.

Ainsi, la carotte (Daucus carota L.) possede une fleur centrale rouge-noir stérile.

L’ombelle est souvent polygame, les fleurs centrales sont bisexuées et les fleurs
périphériques sont males. Par ailleurs, celles ci sont mdres les premiéres et possédent
souvent une corolle plus développée et dissymétrique par suite d’un accroissement plus
grand des pétales extérieurs. Les fleurs périphériques stériles servent d’organe d’attraction
pour les insectes pollinisateurs tandis que les fleurs centrales sont réservées a la
reproduction. L’ombelle entiére tend a simuler une fleur unique (fig.02) (Bach et al.,
1979).

Inflorescence simple : ombelle Inflorescence composée : ombelle
composée

Pédicelle Ombellul
=ravon —

Involucre= /

Ensembles des

bractées Involucell

Figure 02: Inflorescence des Apiacees (Deysson, 1979).
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4.2.3.Fleurs

Les fleurs sont généralement blanches et plus rarement jaunatres, verdatres ou rosées.
Leur simplicité et leur régularité caractérisent les Apiacées. Aussi, elle a toujours la méme
formule florale: le calice est constitué de cing sépales (5S), la corolle est constituée de cing
pétales libres (5P) de type actinomorphe. Androcée est composé de cing étamines, gynecée
ou pistil est composé de deux carpelles (2C) antéropostérieurs soudés a la coupe florale et
formant un ovaire infere. Aprés la fécondation, 1’ovaire infére devient un diakéne ou

double méricarpe (Deysson, 1979).

4.2.4. Ovaire

Ovaire infére a placentation généralement axile, styles plus ou moins renflés a la base,
formant un organe nectarifere (le stylopode) au sommet de l'ovaire, stigmates généralement

de 2 a 5, réduits, capités a tronqués ou allongés (Bach et al., 1979).

1.4.2.5.0vule

Un ovule par loge, unité gumentés et ténuinucellés ou plus rarement crassinucellés
(Bach et al., 1979).

4.2.6.Fruits

Aprés la fécondation, 1’ovaire infére devient un diakéne (double méricarpe
indéhiscent) ou la paroi du fruit est constituée par la base des verticilles floraux externes et
par la paroi des carpelles. Les deux méricarpes, habituellement soudés et surmontés des
restes du style se séparent bient6t de bas en haut d'une columelle centrale qui les maintient
unis. Chaque méricarpe présente une face commissurale plane et une face dorsale, plus ou
moins arrondie, qui porte cing cotes longitudinales saillantes: une dorsale, deux latérales et
deux marginales (ce sont les cotes primaires). Sur la face commissurale, chaque méricarpe
posséde deux nervures et deux faisceaux. Entre deux cotes primaires existe une dépression
(vallécule) ou I'on trouve une ou plusieurs poches sécrétrices allongées ou bandelettes qui

sont propres a la paroi du fruit (fig.03) (Bach et al.,1979).

-
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Figure 03 : Fruit d’Apiacées (Deysson, 1979).

1. Fruit montrant la séparation a maturité des deux méricarpes ; 2-3. Hydrocotyle vulgaris: fruit comprime
latéralement ; 4-5. Coriandrumsativum: fruit cylindrique avec arc scléreux dans le mésocarpe, sans canaux
sécréteurs a maturité ; 6-7. Pimpinellaanisum: fruit arrondi, a nombreuses bandelettes ; 8. Angelica
sylvestris: fruit comprimé sur le dos, cdtes marginales ailées, nombreuses bandelettes ; 9. Foeniculumdulce;
10. Cuminumcyminum: cbtes secondaires garnies de poils ; 11. Carum carvi : 12. Daucus carota: cotes
secondaires tres saillantes : styl. Stylopode ; c.d.,cOte dorsale ; c.l., cOte latérale ; c.m., cte marginale ; f.L1.,
faisceau cribrovasculaire ; b.,bandelette ; c.s., cOte secondaire.

5. Importance économique des Apiacées

Les Apiacées sont plus souvent des plantes aromatiques. Elles sécrétent des huiles
essentielles qui leurs conférent des odeurs et des saveurs caractéristique, ce qui explique
leur emploi a la fois comme aliments et condiments, et comme traitement en médecine
traditionnelle. Cette famille  renferment de nombreuses plantes alimentaires et
aromatiques: Anethum graveolens L. (I'aneth), Apium graveolens L. (le céleri), Carum
carvi L.(le carvi), Coriandrum sativum (le coriandre), Cuminum cyminum (le cumin),
Daucus carota (la carotte), Foeniculum vulgare (le fenouil), Pastinaca sativa L. (le
panais), Petroselinum crispum (le persil) et Pimpinella anisum L. (I'anis) (Spichiger,
2004)

D’autres Apiacées sont utilisées comme additifs naturels dans I'industrie alimentaire,
certaines especes sont comestibles, telles que: Daucus carota (carotte), Pastinaca sativa

(panais), Foeniculum vulgare, etc (Bender, 2010)
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Certaines espéces sont utilisées comme condiments ou épices, comme Carum carvi
(cumin), Anetum graveolens (aneth), Pimpinella anisum (anis) Petroselinum sativum
(persil), Foeniculum vulgare (fenouil) et Coriandrum sativum (coriandre). D'autres sont
utilisées comme ardémes pour les boissons, tel que d’Angelica archangelica (angélique),
Laserpitium gallicum et plusieurs espéces d'Heracleum. Certains genres sont cependant
tres toxiques, comme Conium (la grande cigué, dont on dit qu'elle a été utilisée pour le

suicide de Socrate), et Cicuta (la cigué vireuse) (Doneanu, 2010).

D’autres Apiacées ont fait 1’objet d’étude pour leurs diverses activités biologique
notament 1’évaluation de 1’activités antioxydant, antimicrobienne, anticoagulante des

extrait végétaux (Tirapelli et al., 2007).
6. Genre Elaeoselinum Koch ex DC

6.1. Généralités

Le genre Elaeoselinum (en grec: persil & huile) appartient a la famille des Apiacées,
dont les principales caractéristiques sont le mode d'inflorescence en ombelles et la présence
d'un appareil sécréteur interne. Cette tribu est considérée comme typique de I'ancien monde
et comprend les genres Laserpitium, Siler, Melanoselinum, Guillonea, Rouya,
Polylophium, Thapsia et Elaeoselinum (Heywood, 1971; Pimenov et Leonov, 1993;
Bader et al., 2010).

Selon Tutin et al ,(1968), le genre Elaeoselinum Koch ex DC. Est représenté dans la

flore européenne par quatre especes:

E. asclepium (L.) Bertol. (contient:
subsp. asclepiumet subsp. Meoides
(Dest.) Fiori.

Le genre Elaeoselinum Koch ex DC: E. foetidum (L.) Boiss,

E. gummiferum (Desf.) Tutin.

E. tenuifolium (Lag.) Lange.

-
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6.2. Caractéristiques botaniques

6.2.1. Appareil végetatif

Les espéces du genre Elaeoselinum sont des plantes vivaces. Les parties aériennes
annuelles sont constituées des tiges de 30-100cm, rameuses, dressées, cylindriques et

ramifiées.

Les feuilles sont radicales, devenant caulinaires a la floraison, axillant les
ramifications. Les feuilles radicales et caulinaires sont semblables, pennatipartites a

pennatiséquees, a limbe tres finement découpé (Djarri, 2011)

6.2.2. Appareil florale

La hampe florale porte des ramifications alternes, rarement opposées, qui forment un

corymbe d'ombelles composées a involucres rares et variables.

Les fleurs sont jaune, les sépales sont Iégerement marqués, subulées et persistante en
fructification. Les pétales sont entiers avec un lobe fléchi. Leur disposition est en ombelles
de l'ordre de deux avec un long pédoncule, légérement rainurée, section glabre et
circulaire. Le centre contient une ombelle bisexuelle, tandis que les cotés ont
indistinctement des fleurs bisexuelles ou masculines. Les ombelles latérales sont
généralement plus petits que la centrale, apparaissant au nombre de 1 a 3 (Garcia et
Silvestre, 1985).

7. Espeéce Elaeoselinum asclepium

7.1. Description de I’espéce Elaeoselinum asclepium

Nommée aussi Thapsia asclepium(L.) et Laserpitium asclepium L. (Garcia Martin et
Silvestre, 1985). C’est une plante herbacée, vivace dont les bourgeons a la période de
repos sont enfouis dans le sol et la souche fistuleuse. La tige est mince mais solide,
rameuse dressée, ramifiée dans sa moitié supérieur, cylindrique et peut atteindre 100cm.
Leurs feuilles ont des pétioles hispides, avec des divisions filiformes frisées qui s’écartent

en tous sens (Quézel et Santa, 1963).

Les ombellules ont des pédicelles plus courts que les fruits, le méricarpes a ailes larges
tronquées au sommet ne qdépassant pas le stylopode et les pétales de couleur jaune
(Quézel et Santa, 1963).

&
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7.2. Systématique et nomenclature

Elaeoselinum asclepium appartient au:

Régne : Végétal

Division: Spermatophyte

Sous-division: Magnoliophyte (Angiosperme)
Classe: Magnoliopsida

Sous-classe: Asteridae

Ordre: Apiales

Famille: Apiaceae

Genre: Elaeoselinum

Espéce: Elaeoselinum asclepium (L.) Bertol.

7.3. Habitat et Répartition géographique

E. asclepium pousse dans le maquis fortement dégradé sur les régosols et pitons
calcaires jusqu’a une altitude de 800m, est trés commun dans les montages du Tell algérien

et rare a I’intérieur (Quézel et Santa,1963).

Dans le monde, les especes du genre Elaeoselinum sont, presque, toutes
méditerranéennes, avec une extension et une diversité plus poussée en méditerranée
occidenta le (Péninsule ibérique, Ibiza, Sardaigne, Sicile, le sud de I'ltalie, la Grece et les

fles adjacentes, le Maroc, I'Algérie et la Tunisie) (Garcia et Silvestre, 1985).

|
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La plante est le si¢ge d’une intense activité métabolique aboutissant a la synthése de
divers principes actifs. Ce processus métabolique est lie mémes aux conditions de vie de la
plante, ou elle doit faire face aux multiples agressions environnementales dans lesquelles
elle vit: prédateurs, microorganismes pathogenes,... etc. On concoit donc que la plante
puisse développer un métabolisme particulier qui lui permet de synthétiser des diverses
substances pour se défendre. Ces derniéres prennent la nomenclature de métabolites

secondaires (Kansole, 2009)
1. Définition

Le terme métabolite secondaire est utilisé pour décrire une large gamme des
composés chimiques dans les plantes, qui ne sont pas impliqués dans les processus
biochimique de la croissance et de la reproduction des plantes. D’ailleurs, ils ont un réle
important dans les interactions de la plante avec son environnement tel que la protection
contre les pathogénes, herbivores, la concurrence entre les plantes et le stress abiotique
comme la dessiccation et les radiations UV. Les métabolites secondaires végétaux

dépassent actuellement 100 000 substances identifiées et appartiennent a trois classes
chimiques principales: les alcaloides, les terpénoides et les composés phénoliques (Laraba

et al., 2016)

2. Classification des métabolites secondaires

2.1. Terpénoides

Sont des constituants habituels des cellules végétales (Adouane, 2016), forment une
classe d'hydrocarbures, produits par de nombreuses plantes et en particulier les conifeéres.
Ce sont des composants majeurs de la résine et de I'essence detérébenthine produite a partir
de résine (Kahlouche, 2014).

Chez les végétaux, les terpénoides sont produits par tous les tissus végétatifs dont les
racines et par les diverses pieces florales (Dudareva et al., 2004).Ce sont des substances
du métabolisme secondaire qui dérivent des isoprénoides, dont certains interviennent dans
la photosynthése, ainsi que plusieurs hormones végétales qui ont une structure terpénique.

La synthese des terpénes est généralement associée a la présence de structures

-
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histologiques spécialisées, localisées en certains points d’autres tissues, et le plus souvent

situées sur ou a proximité de la surface de la plante (Hopkins, 2003).

Les composés terpéniques possedent des propriétés pharmacodynamiques tres variées,
en relation avec les différentes fonctions liées au squelette terpénique (Zakkad, 2017).Sa

formule générale (CsHs) (fig.04) (Seenivasan, 2006).

CH

3
.
H
H

Figure 04: Structure de la molécule d’isopréne (Calsamiglia et al., 2007)

2.2. Alcaloides

Un alcaloide est un composé d’origine naturel (plus souvent végétale), azoté plus ou
moins basique, de distribution restreinte et doué avec une faible dose. L’appartenance aux
alcaloides est confirmée par les réactions communes de précipitation avec les réactifs

généraux des alcaloides (Merghem, 2009).

Généralement, les alcaloides sont produits dans les tissus en croissance: jeunes feuilles
et jeunes racines. Ensuite, ils gagnent des lieux différents et lors de ces transferts, ils
peuvent subir des modifications. Chez de nombreuses plantes, les alcaloides se localisent
dans les piéces florales, les fruits ou les graines, et se trouvent concentrées dans les
vacuoles (Krief, 2003).

Les alcaloides constituent une classe de produits naturels présentant une grande
diversité structurale. Leurs propriétés biologiques, aussi variées que leurs structures,

continuent a étre bénefiques dans les traitements de différentes maladies ou des

=
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dysfonctionnements de 1’organisme humain. Les pyrrolizidines et les tropannes sont les
plus importants. Les pyrrolizidines, trés répandues dans la nature, sont présents dans les
plantes qui font partie des familles botaniques Asteracea, Boraginaceae, Fabaceae et
Orchidaceae (Mohammedi, 2013)

La plupart des alcaloides sont dérivés des acides aminés tels que le tryptophane,
I’ornithine, la lysine, I’aspartate, 1’anthranilate, la phénylalanine et la tyrosine. Ces acides
aminés sont décarboxylés en amines et couplées aux autres squelettes carbonés (fig.05)
(Cyril, 2001).

Les alcaloides sont utilisées dans plusieurs médicaments, ils affectent chez 1’étre
humain le systeme nerveux particulierement les transmetteurs chimiques tels 1’acétyl
choline, norepinephrine , acideyaminobutyrique (GABA), dopamine et la serotonine
d’autres effets pharmacologiques sont attribués également aux alcaloides telles que I’effet
analgésique (cocaine), anti-cholinergique (atropine), anti-malaria (quinine), anti-
hypertensive (réserpine), antitussive (codéine), stimulant centrale (caféine), dépressant
cardiaque et diurétique narcotique (morphine), anti-tumeur et sympathomimétique
(éphédrine) (Badiaga, 2011)

)
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Figure 05: Structure de quelques alcaloides (Badiaga, 2011)

2.3. Polyphénoles

Les polyphénols sont un groupe important de composés produits par de nombreuses
plantes (Bakhouche et al., 2013). lls jouent un rdle important dans la protection des

plantes contre les rayons UV, les agents pathogenes et les herbivores (Alvarez-Jubete et

al., 2010).

La qualité et la quantité des polyphénols dans les plantes peuvent varier

considérablement en fonction de différents facteurs intrinséques et extrinséques tels que le
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génotype des plantes, la composition du sol, le degré de maturité et 1’état des cultures
(Faller et Fialho, 2010).

Aussi, ils comprennent une grande variété de molécules avec plusieurs groupements
hydroxyles sur leurs cycles aromatiques. Ils comportent également des molécules avec un
seul cycle phénolique, tels que les acides phénoliques et les alcools phénoliques. Ils sont
divisés en plusieurs classes, en fonction du nombre de cycles phénoliques qu'ils
contiennent et les fonctions chimiques liées a ces cycles a savoir: les acides phénoliques,

les flavonoides, les tanins et les coumarines (Luthria et al., 2006).

2.3.1. Acides phénoliques

Le terme acide phénolique peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant
au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique, en phytochimie, 1I’emploi
de cette dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoique et cinnamique
(Belyagoubi, 2011). Les composés phénoliques sont dérivés de deux sous-groupes
distingués: les acides hydroxycinnamiques, dont les plus abondants sont I’acide caféique,
I’acide férulique et I’acide chlorogenique, ainsi que les acides hydroxybenzoique, mais les
plus répandus sont 1’acide salicylique et 1’acide gallique, qui setrouvent dans un certain
nombre de plantes agricoles et médicinales, et présents chez toutes les céréales(fig.06)
(Barboni, 2006).

COOH O OH

i '

oo HO OH
OH HO OH
Acide feurlique acide caféique acide gallique

Figure06: Quelques acides phénoliques (Ribereau, 1968).

&
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2.3.2. Flavonoides

Le terme flavonoides signifie jaune en latin (Ribereau, 1968). Les composés
flavonoique sont des pigments végétaux responsables de la coloration des fleurs et fruits et
parfois des feuilles. Aussi, ils se localisent dans divers organe des plantes (Bruneton,
1999), et jouent un role tres important dans la croissance des plantes, la floraison, la
fructification et la défense contre les maladies et les microorganismes. 1ls ont également un
role trés important pour la santé humaine. A titre d’exemple, ils sont efficaces pour
I'inflammation chronique les maladies allergiques, les maladies coronariennes et le cancer
(Ebadi, 2001 ; Ghedira, 2005).

Flavonoide, est un terme générique pour des composés basés sur un squelette a 15
atomes de carbone qui fait de deux cycles phényles CB6, les cycles A et B, connectés par un
pont a trois carbones (structure en C6-C3-C6). Ce dernier est situé entre les cycles A et B
est communément cyclisé pour former le cycle C (cycle centrale). Les atomes de carbone
dans les cycles C et A sont numérotés de 2 a 8, et dans le cycle B de 2' a 6' (Bruneton,
1999).

les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes : anthocyanidines,
flavonoles, isoflavonoles, flavones, isoflavones, flavanes, isoflavanes, flavanols,

isoflavanols, flavanones, isoflavanones et aurones (Medicet al., 2004)

La Distinction des sous-classes se fait sur la conformation de la structure centrale
(cycle C)( (Dacosta, 2003).

Figure 07:Structure de base des flavonoides (Dacosta, 2003).
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2.3.3. Coumarines

Les coumarines sont des molécules hétérocycles,oxygénées et largement répandues
dans monde végétal (Casleyet al., 1993). Généralement, elles constituent une classe
importante des produits naturels, elles donnent une odeur caractéristique semblable a celle
du foin fraichement fauché. A 1’exception des algues, ces composés sont les constituants
caractéristique du regne végétale chlorophyllien, les familles végétales les plus riches en
coumarines sont les: Légumineuses, Rutacées, Apiecées et Thymeleacées. Elles se trouvent
dans toutes les parties de la plante et notamment les fruits et les huiles essentielles des
graines (Deina et al., 2003; Booth et al.,2004).Les squelettes de base des coumarines est

constitué de deux cycles accolés avec neuf atomes de carbone(fig.08) (Ford et al., 2001).

Figure08: Structure d’une molécule coumarine (Ford et al.,2001).

2.3.4.Tanins

Le terme tanin provient d’une pratique ancienne qui utilisait des extraits des plantes
pour tanner les peaux d’animaux, autrement dit pour transformerune peau en cuir
(Hopkins, 2003). En effet, ce sont des polyphénols que I'on trouve dans de nombreuses
parties des végétaux tels que les écorces d'arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...).
De méme, ils sont des substances de saveur astringente ayant la propriété de tanner la peau
et de se combiner aux protéines animales par des liaisons hydrogénes (Pousset, 1989),
solubles dans 1’eau et caractérisés par leur astringence (Peronny, 2005). Leur structure est
complexe, formée d'unités répetitives monomériques qui varient par leurs centres

asymeétriques et leur degré d’oxydation (Ghestem, 2001).

=
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On distingue habituellement chez les végétaux supérieurs deux groupes de tanins,
basés sur des différences structurales: les tanins hydrolysables et les tanins non
hydrolysables ou tanins condensés (Fig. 09) (Ghestem, 2001).

_ OH
HO Tannins @
B 0N
“OH OH
H
HO OH
"OH
OH
procyanidine B-2

HO pentagalloviglucose

Tanin condensé (3) Tanin hvdrolysable (6)

Figure09: Structure des deux types de tanins (Ghestem, 2001).
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1. Notion de I’hémostase

L’hémostase concerne 1’ensemble des phénomeénes qui contribuent a I’arrét du
saignement (lutte contre I’hémorragie) et ceux qui maintiennent le sang a 1’état fluide dans
les vaisseaux (lutte contre la thrombose). Elle résulte de trois processus complémentaires :

L'hémostase primaire, la coagulation et la fibrinolyse (Harif, 2007).

- L'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) ;

- Lafibrinolyse : permet la destruction des caillots, ou la limitation de leur extension.
Ces trois étapes sont initiées simultanément des que le processus d’hémostase est
enclenché (Schved, 2007).

2. Plaquettes sanguines

Les plaquettes sanguines sont de petites cellules sans noyau, formées dans la moelle
osseuse, circulent dans le sang avec les globules rouges et blancs, et elles ont un role
essentiel dans la coagulation du sang. Leur membrane plasmique est composée d'une
double couche de phospholipides (PL) répartis de facon asymétrique. La membrane
plaquettaire est riche en acide arachidonique et comprend des glycoprotéines (GP) dont les
principales sont la GPIIblllaet la GP Ib ainsi que des récepteurs divers, dont le plus

important est le récepteur a la thrombine (Schved, 2007).
Le cytoplasme des plaguettes comporte deux réseaux de canaux:

v" le systeme canaliculaire ouvert qui fait de profondes invaginations de la membrane
plaquettaire, permettant ainsi une communication rapide entre des éléments extra
cellulaires et l'intérieur des plaquettes ;

v le systéme tubulaire dense qui représente le lieu de stockage du calcium

De méme, on y trouve des granulations de trois types: granules denses comme I’ATP ,
1I’ADP, la sérotonine et le calcium, granules alpha (o) tel que le facteur 4 plaquettaire, le -
thromboglobuline, le facteur Willebrand et de trés nombreuses autres substances, ainsi que

les grains lysosomiaux comme les hydrolases et les phosphatases. Ces produits stockés

.
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pourront étre libérés rapidement en grande concentration la ou se déroule le processus

d'’hémostase (Moerloose et Boehlen, 2005).
3. Coagulation du sang

3.1. Définition

La coagulation est une réaction normale de I'organisme dont le but est la formation
d'un caillot qui sert a stopper une hémorragie a la suite d'une breche dans un vaisseau
sanguin. Pour cette raison, il considéré comme un phénomene essentiel dans la protection
du systéme vasculaire car il est lié a la transformation de fibrinogene en fibrine. Cette
transformation a lieu apres une série de réactions enzymatiques faisant intervenir de

nombreux facteurs tant plasmatiques que plaquettaires (Ekoumou, 2003).
3.2.Facteurs de coagulation
Les facteurs de la coagulation, synthétisés pour la plupart par le foie, sont divisés :

- En précurseurs (pro-enzymes ou zymogenes) de sérine-protéases représentes par
prothrombine (F II), proconvertine (FVII), anti-hémoph B (F 1X), Stuart (FX),
Rosenthal (F XI), Hageman (FXII).

- En cofacteurs représentés par proaccélérine (FV), anti-hémoph A (FVIII) et en
fibrinogéne qui est le substrat (FI). La vitamine K intervient au stade terminal de la
synthése de 4 facteurs de la coagulation (F 11, VII, IX, X appelés facteurs vitamine K
dépendants) en leur faisant acquérir la capacité de se complexer avec le calcium et les
phospholipides. En I'absence de vitamine K, le foie libére des facteurs de la
coagulation anormaux non fonctionnels appelés PIVKA (Protein Induced by Vitamin
K Absence) (Moerloose et Boehlen, 2005).

Pour que l'activation enzymatique des facteurs de la coagulation se déroule
normalement, la présence de phospholipides et de calcium est nécessaire. Les
phospholipides proviennent de deux sources principales, les plaquettes et les tissus
(thromboplastine tissulaire). Le calcium est nécessaire a la plupart des étapes

d'activation enzymatique de la coagulation (Schved, 2007).

A c6té de ces facteurs, ils existent des systémes inhibiteurs : systéme des anti-

thrombines, systeme protéine C- protéine S, inhibiteur de la voie extrinseque (TFPI

B
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pour Tissue Factor Pathway inhibitor). Ils sont prédominants dans le plasma et régulent
en permanence le processus d'’hémostase (Schved, 2007). Le Facteur von Willebrand

(VWF) joue également un role dans la coagulation, il circule lie au facteur

antihnémophilique A qu'il protége contre la protéolyse. Ainsi, une diminution importante

du facteur Willebrand entrainera une diminution du FVIII (Schved, 2007)

Tableau 02: Facteurs de la coagulation plasmatique (Boisseau, 1996).

N° de facteurs Nom de facteurs Réle Lieu de synthése
I Fibrinogene Substrat Foie
1 Prothrombine Zymogene Foie

i Facteur tissulaire Cofacteur gzni_ligizgﬂ:zg
\/ Proéaccélérine Cofacteur Foie
VilI Proconvertine Zymogeéne Foie
VIl antihér:i)cp:fllijlzque A Cofacteur Foie
IX antihé;?;ilijlrique B Zymogene Foie
X Facteur Stuart Zymogene Foie
Xl FacteurdeRosenthal Zymogene Foie
X1l FacteurdeHageman Zymogene Foie
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3.3. Voies de coagulation

3.3.1. Voie endogene ou intrinséque

Dans cette voie de coagulation, tous les éléments nécessaires de la coagulation sont

présents dans le plasma sans apport extérieur.

D’abord, elle est déclenchée par 1’activation du facteur XII par son contact aux
structures électronégatives de la matrice sous-endothéliale (collagene, sulfatides,
glycosaminoglycanes) (Vogler et al., 2009). Cette activation conduitpar la suite a
I’activation de pré-kallikréine en kallikréine qui a son tour peut activer le facteur XII.
Apres, ce dernier active 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). Puis,
ce facteur se liea la surface de phospholipides anioniques des plaquettes (PS) par
I’intermédiaire des ionscalcium et forme, en présence de son co-facteur, le facteur VIII, le
complexe tenase qui est responsable de 1’activation du facteur X(le facteur Stuart). Ce
dernier forme avec son cofacteur, le facteur V(proaccélérine), les phospholipides
plaquettaires et par 1’intermédiaire aussi des ions de calcium le complexe prothrombinase
qui catalyse la transformation de prothrombine(facteur Il) en thrombine (Ajjan et Grant,
2006).

3.3.2.Voie exogene ou extrinséque

La voie exogene est la voie la plus simple et la plus rapide que la voie endogéne, car
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
I’activation de facteur X et aussi de facteur IX et par conséquence de prothrombine en

thrombine (Colvin, 2004).

&
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Voie infraseque

Héparines
Facteur  Facteur

Xl Xlla g g HNF HBPM
Voie extrinséque

Facteur XI _Facteur Xla

A/_\
Facteur|X  Facteur IXa FacteurVlla  Facteur VI
Facteur Vllla Ca++ Facteur tissulaire

Facteur X Facteur X e
Facteur Xa —

Facteur Va, Ca++,
Phospholipides

Prothrombine I~ Thrombine [l

Fibrinogene  Fibrine

Figure 10: Cibles principale de la cascade de coagulation (Elalamy, 2012).
4. Anticoagulants

Les anticoagulants représentent le traitement principal de la maladie veineuse
thrombo-embolique. En effet, de nombreux anticoagulants agissant a différents niveaux de
la cascade de la coagulation sont utilisés et ils sont regroupés en trois classes, deux classes
sont des anticoagulants classiques (les héparines et les anti vitamines K) et la classe des

nouveaux anticoagulants (Batty et Smith,2010).
4.1. Les héparines

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

(HBMP) (Battyet Smith, 2010). L héparine non fractionnée est composée d’un mélange
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hétérogene de chaines polysaccharidiques sulfatées de taille et de structures différentes
extraites de la muqueuse intestinale de porc. Le poids moléculaire varie de 5000 a 35000
daltons alors que les héparines de bas poids moléculaire sont issues de la dépolymeérisation
des chaines polysaccharidiques de I’HNF par des procédes chimiques ou enzymatiques
dont leurs poids moléculaire varient de 3000 a 5000 daltons. L’HNF et les HBPM forment
un complexe avec 1’anticoagulant physiologique I’antithrombine III potentialisant son effet
sur l'inactivation de divers facteurs de coagulation. Le complexe HNF-antithrombine
[linactive le plus notamment les facteurs Xa et la thrombine (facteur Ila), mais a un
moindre degreé les facteurs 1Xa, Xla et Xlla, alors que le complexe HBPM-antithrombine
I inhibe particulierement le facteur Xa et & moindre degré la thrombine (Batty et Smith,
2010).

4.2. Les anti vitamines K

La vitamine K est un élément nécessaire dans la synthese au niveau du foie de quatre
facteurs de la coagulation, la prothrombine II, la proconvertineVI1I, le facteur stuart X, et le
facteur antihémophilique B (le facteur IX). Elle intervient dans la carboxylation des
molécules d’acide glutamique de ’extrémité —N- terminale de la chaine glycoprotéinique
de chacun de ces facteurs. Cette carboxylation est nécessaire pour 1’activité biologique et la

fixation de ces facteurs sur les surfaces phospholipidigues plaguettaires. (Vidal, 2009).
4.3. Les nouveaux anticoagulants

Des nouveaux anticoagulants sont actuellement utilisés a c6té des anticoagulants
classiques. Ils sont subdivisés selon leur mode d’action en deux catégories: les inhibiteurs

indirects et les inhibiteurs directs.(Girardel et Samama, 2006).

Les inhibiteurs indirects agissent en potentialisant I’activité de 1’antithrombine 111, et
parmi lesquelles la fondaparinux et I’idraparinux qui sont des inhibiteurs synthétiques
indirects et sélectifs du facteur Xa et ils sont constitués de 5 unités saccharides capables de
modifier la conformation en augmentant 1’activité inhibitrice naturelle de 1’antithrombine

I11 sur le facteur Xa (Girardel et Samama, 2006).

Les inhibiteurs directs agissent directement sur le facteur Xa ou la thrombine, et
parmi lesquelles le DX-9065a, I’hirudin, 1’argatroban,...etc. Le DX-9065a est un dérivé
synthétique de I’acide propanoique qui inhibe directement le facteur Xa libre et le facteur

Xa lié dans le complexe prothrombinase (Girardel et Samama, 2006) alors que I’hirudin

&
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est un peptide de 65 acides aminés, extrait de la glande salivaire d’une espéce de ver
(Hirudomedicinalis) et il inhibe directement et de fagon irréversible la thrombine.
L’argatrobane est un dérivé synthétique d’acide carboxylique qui inhibe directement la

thrombine (Samama et al., 2002).

La thrombine formée par les deux voies catalyse la conversion de fibrinogéne (FI) en
monomeres de fibrine qui s’associent les unes aux autres grace a des liaisons hydrogéne
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).

&
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I. Matériel
1. Matériel végétal

L’expérimentation a été réalisée au niveau des laboratoires du Centre Universitaire de
Mila. Le matériel végétal utilis¢é (les graines des ombelles de I’espeéce Elaeoselinum
asclepium L.) a été récolté le mois de Juin durant la période de maturation dans la région de

Felfla Wilaya de Skikda.

Figurell: Ombelle de I’espéce E.asclepium(L.)

2. Matériel de laboratoire

Le matériel utilisé¢ dans cette étude ainsi que les réactifs et les produits sont regroupés

dans le tableau ci-dessus (Tab.03).
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Tableau03: Le matériel et produit utilisé

Produits et réactifs chimique

Appareillages, verreries

Eau distillée — Butanol- Hexane — Méthanol
— Chloroforme — Ethanol — Acide gallique
Folin-Ciocalteu—Carbonate de sodium
(NaCO3) —Quercetine—Trichlorure

d’aluminium AICls. plasma

Etuve — Spectrométre — Plaque agitatrice
Vortex — Balance de précision —
Micropipette — Mortier — Entonnoir —
Portoir — Boite de Petrie — Flacons en verre
— Eppendorf — Papier Wathman —

Eprouvette.

II. Méthodes

1. Préparation de matériel végétal

Les graines de I’espéce ont été nettoyées et broyées a 1’aide d’un mortier pour obtenir une

poudre dont la taille est un peu grosse (concass¢), le poids des graines broyées est égal a 40g.

Figurel2: Broyage des graines des ombelles d’ E.asclepium(L.)

E
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2. Préparation des extraits

La macération est la méthode utilisée pour 1’extraction des molécules bioactives. Cette
méthode consiste a laisser le matériel végétal en contact direct avec un solvant pendant 24

heures a une température ambiante (température de laboratoire).

2.1. Principe

Les métabolites secondaires contiennent une large gamme des molécules végétales, dont
leur nature chimique est extrémement variable d’une espece a une autre. Plusieurs méthodes

analytiques peuvent étre utilisées pour leur caractérisation.

2.2. Objectif

La méthode a pour but d’extraire le maximum des molécules chimiques contenant dans
les graines de la plante en utilisant des solvants organiques qui accélérent et augmentent le

rendement d’extraction.

2.3. Protocole de la macération Méthanolique

Dans un bécher, 15g des graines broyées sont macérées avec le méthanol 70% sous
agitation manuel. Ensuite, le mélange est mis dans une armoire pendant 24 heures, puis il est
filtré a I’aide d’un papier filtre. Cette méthode est répété 3 fois et le filtra obtenu, a chaque

fois, est conservé dans un flacon en verre sombre et stocké a 1’abri de la lumiére.

Apres que la macération soit terminer (3 fois), le filtrat récupéré est répartis dans des
boites de Pétri pour le séchage qui a pris une semaine. L’ extrait obtenu est rassemblé avec une
spatule, puis pesé et mis dans un petit flacon fermé en verre et stocké dans un réfrigérateur

pour une future utilisation.
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. =

@ 15z de broya \ @30 ml méthanol ‘ ©filtration

@Iﬁ

@ L évaporation de filtrat

Figure 13 : Les étapes de la macération méthanolique.

2.4. Préparation des fractions Hexane, Chloroforme, Ethyle acétate, n-Butanol et

aqueuse

La méthode utilisée pour D’extraction est la méme utilisée pour obtenir I’extrait
méthanolique avec quelque modification. Les solvants sont classés selon leur polarité, du
moins polaire (Hexane) jusqu’a le plus polaire (Aqueux)

D’abord, 25g de broya ont été macérés dans 100ml de I’hexane brute (100%) sous
agitation manuel, le mélange est filtré a ’aide d’un papier filtre aprés 24 heures de macération

(3 répétitions).L’extrait sec obtenu est séché a I’étuve (37°C) et conservé dans des petits

flacons fermés et stocké a une température basse pour une futur utilisation.

Apres la filtration, le résidu obtenu est macéré une deuxieme fois avec un volume de

100ml de chloroforme (3 répétitions). Le résidu obtenu apres filtration est macéré une

E
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troisieme fois avec 100ml d’éthyle acétate (3 répétitions). Aussi, le résidu obtenu apres
filtration est mélangé avec 100ml de n-butanol dont I’opération est répétée trois fois.
L’extraction aqueuse a été la dernicre étape ou le résidu de ’extraction précédente est ajouté a
100ml de I’eau distillée (3 répétitions). Tous les extraits sont séchés a 1’étuve et conservés a

une basse température pour utilisation ultérieure.

25g Brova

|

Maceration dans 100ml Hexane

—

Residu Fractionl

v

Maceration dans 10Mkmnl Chloroforme

—

Fésidu Fraction 2
v

Maceration dans 100ml E. acetate

—

Résidu Fraction 3

Maceration dans10{ml n-Butancl

—

Reésidu Fraction 4 Ammmmmmsmsssssssssm—e—— .

; ’ 4 ! Chaque fraction (1.2.3.4.5)

Fﬂhcﬁitiun.d?uflﬂﬂml Eau | Fractions. | E séché 3 lctu"-"t I7C =&
distillée — | conserve i une basse

Maceération pendant 24h
+Hiltration (3répétitions)

Figure 14: Protocol de la préparation des extraits (Gordana et al., 2007)
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2.5. Calcule du rendement

Le rendement de D’extrait brut est définit comme étant le rapport entre la masse de
I’extrait sec obtenu et la masse du matériel végétal traité. Ce rendement est exprimé en
pourcentage et calculé selon la formule suivante:

R % =(Me/Mv)x100

R %: Rendement en %.
M:Masse de I’extrait apres I’évaporation du solvant.

M: Masse de la maticre végétale utilisée pour 1’extraction.
3. Dosage des phénols totaux

3.1. Principe du dosage

Le test est adapté par Singleton et Ross (en 1965) qui ont utilisé le réactif de Folin-
Ciocalteu pour réaliser le dosage (Giner, 1996).Le réactif est constitué par un mélange
d’acide phosphotungstique (H;PW,049) et d’acide phosphomolybdique (H;PMo0;,04). 1l est
réduit, lors de ’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de
molybdeéne. La coloration produite, dont I’absorption maximum est comprise entre 725 et 750
nm, est proportionnelle a la quantité des poly phénols présents dans les extraits végétaux

(Ribéreau, 1968).

3.2. Protocole du dosage

Le dosage des phénols totaux a été effectué en utilisant la méthode de Li et al.,(2007).
500ul de I’extrait végétale a différentes concentrations (20, 30, 40, 50, 60 et 70ug/ml) est
mélangé avec 2,5ml du réactif de Folin-Ciocalteu a 10%. Aprés 10 minutes d’incubation, 2ml
de Carbonate de sodium (Na,CO3) a 7.5% est ajouté au mélange. L’absorbance est mesurée a
760nm aprés 2 heures d’incubation a 1’obscurité. Le test est répété trois fois, et l'acide

gallique a été utilis€ comme standard.
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2-2 5ml duréactif 3-2ml Na;COs

Folin-Ciocalten 3 7.5%

l l l Lecture 3 760nm

Incubation 10min Incubation 2ha

al’obscurité I"obscurité
—. ﬁ
Température
ambiante

1-500u1 del extrait ] [ Agitation au vortex

Figure 15: Protocole de dosage des poly phénols totaux

4. Dosage des flavonoides

4.1. Principe du dosage

Le chlorure d’aluminium (AICl;) forme un complexe trés stable avec les groupements
hydroxydes (OH) des phénols. Ce complexe jaune absorbe la lumiére visible a une longueur

d’onde égale a 415nm (Chia-chi et al., 2002).

4.2. Protocole du dosage

La détermination de la teneur en flavonoide des extrait a été effectuée en suivant la
méthode de Trichlorure d’aluminium AlCI; (Djeridane et al., 2006). En effet, dans des tubes a
hémolyse, Iml de chlorure d’aluminium (AICI;) a 2% est ajouté a 1ml de I’extrait a
différentes concentrations (10,20,30,40,50,60,70 et 80ug/ml). Le mélange est incubé pendant

10 minutes, et 1’absorbance est ensuite lue a 430nm. Le standard utilisé dans ce test est la
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quercétine et les résultats obtenus sont exprimés en pug Equivalent de quercétine par 2mg de

I’extrait. Le test est réalisé en trois fois.

Iml d'extrait végétal
1ml AICI3
Incubation 1 0mm
3 I"obscunté/T ambiante
Lecture a 430nm

Figurel6: Protocole du dosage des flavonoides

5. Evaluation de I’activité anticoagulante des extraits

L’activité anticoagulante des extraits préparés a été évaluée in vitro vis-a-vis la voie
exogene de la coagulation. Et ceci sur un plasma pauvre en plaquette a 1'aide d'un test nommé

le Taux de Prothrombine (TP) ou le Temps de Quick (TQ).

5.1. Préparation du plasma

Le sang du volontaire est prélevé par ponction veineuse dans un tube en plastique sur une
solution anticoagulante de Citrate de Sodium a 3,2% et a raison de 1 volume pour 9 volumes
du sang. Le sang est ensuite centrifugé pendant Sminutes a 2500 rpm pour obtenir un plasma

pauvre en plaquettes.

-
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5.2. 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 II, la pro accélérine V, le facteur stuart X

et aussi le fibrinogene) (Caquet, 2004).

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

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

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

et al., 2007).

5.3. Mode opératoire

L’effet des extraits sur la voie exogéne de la coagulation a été évalué selon le protocole

décrit par Athukorala et ses collaborateurs (2007).

10ul de DI’extrait préparé¢ a différentes concentrations (10.20.40. 60 et 100mg/ml) est
additionné a 90ul du plasma standard, puis les mélange sont incubés a 37°C durant 15
minutes. Aprés I’incubation, la coagulation a ét¢ déclenchée par I’addition de 200ul de
thromboplastine pré incubé a 37°C pendant 15minutes (déclenchement du chronométre), et le

temps qui s’écoule jusqu’a la formation du caillot fibrineux est calculé (arrét du chronomeétre).
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1 _[ Incubation du plasma
l pendant 2min a 37°C
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Figurel6 : Les étapes de la voie exogene.

2.6. Analyse statistique
L’analyse statistique des différents dosages et des tests d’évaluation de I’activité biologique
est effectuée par logiciel statistique Excel 2007. Toutes les représentations graphiques sont

dessinées par 1I’Excel
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I. RENDEMENTS

1. Résultats

La méthode d’extraction utilisée doit permettre 1’extraction compléte des composés
d’intérét et doit éviter leur modification chimique.Dans cette étude nous avons adopté la
macération a froid pendant 24 h dans des solvants de différentes polarités du moins polaire
ou apolaire, Hexane, jusqu’a le plus polaire, eau, pour extraire une large gamme des

meétabolites secondaire.

Les rendements d’extraction ont été déterminés par rapport au matériel végétal sec, et

les résultats obtenus sont représentés dans la figure suivante (Fig. 18).

m Ext. MeOH

m Ext.aqueux

B Ext.Hexane

m Ext.chloroforme
B Ext.E. acetate

® Ext.n Butanol

Figure 18: Rendement de I’extraction

D’apres la figure ci-dessous, le rendement d’extraction le plus élevé a été enregistré
par le méthanol avec un pourcentage égal a 32,594%, suivi par la fraction aqueuse et
hexane avec des rendements un peu important, 21,3972% et 14,9164%, respectivement. En

revanche, les rendements les plus faibles ont été enregistrés par la fraction chloroformique,

E
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la fraction d’éthyle acétate et la fraction de n-Butanol, dont les taux d’extraction ont été

¢gal a 1,6216%, 0,6788% et 0,4144%, respectivement.

2. Discussion

D’apres la recherche bibliographique, il existe plusieurs travaux sur I’extraction des
molécules bioactives et le calcule de leurs rendements. Au fait, la macération des grains de
Cachrys libanotis dans le méthanol a donné un rendement égal a 11,57% (Bouderara,
2013), qui est trés proche de celui obtenu par les grains de Pimpinella anisum, 11.76%
(Lamjallad, 2015). Aussi, la partie aérienne de Pituranthos chloranthus a été étudiée et a
donné un rendement de 8,45%, qui est inferieur du rendement enregistré par les fruits de
I’espece Ferula vesceritensis et la partie aérienne de 1’espece Pituranthos
chloranthus(bouchouka, 2016), 15,15% et 12,66%, respectivement. Toutes les valeurs
mentionnées ci-dessus sont inférieures de celle obtenue par notre extrait méthanolique et

qui a été 32,594%.

Les parties aériennes de 1’espece Pituranthos chloranthus ont été étudiées par
Boussaid(2014) et Bercisse(2015), dont leur extraction aqueuse a donné des rendements
trés proches, 10,07% et 10,27%, respectivement. Dans les mémes années, d’autres travaux
ont été réalisés sur les grains de Foeniculum vulgare(Ennadir et al., 2014)ct les grains de
Pimpinella anisum(Lamjallad, 2015),mais les rendement de I’extraction aqueuse ont été
faibles de I’ordre de 5,1% et 4.17%, respectivement. Aussi, la macération aqueuse des
fruits d’Ammi visnaga(Benbakhti, 2017) a enregistré un rendement égal a 2.94%. Toutes
les études précédentes et quelle que soit I’espéce utilisée et la partie choisit ont enregistré
des rendements inférieurs de celui obtenu par notre espéce, 21,3972%. Toutefois,
I’utilisation de toutes les parties de I’espéce Eryngium maritimum (feuille, tige et racine)a

donné un rendement un peu important par rapport a le notre, 25.16% (Rjeibi et al. 2017).

Le rendement d’extrait hexane de la partie aérienne de 1’espéce Bunium alpinum
¢tudiée par Lefahel(2014) a été tres faible, 0,26%, en comparant avec celui enregistré par
notre espece, 14,9164%. Quant a ’extrait chloroforme, son rendement d’E. asclepium a été
inférieur de celui obtenu par les feuilles et les tiges de Foeniculum vulgare,

6,2%(Kissoum, 2015).

Dans d’autres ¢études effectuées sur la partie aériennede [’espece

Eryngiummaritimum(Kholkhalet al., 2012 ) et celle de ’espece Buniumalpinum(Lefahel,
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2014), les rendements de la fraction n-Butanol ont été égale a 3% et 2%, respectivement.
Ces valeurs sont loin d’étre comparées avec celle obtenue par notre extrait n-Butanol,
0.4144%, qui est trés proche du rendement des fruits d’Ammi visnaga, 0.6%(Benbakhti,
2017).

En ce qui concerne la fraction d’éthyle acétate, le rendement de notre espece a été
égal a 0.6788%. Ce pourcentage est un peu plus élevé de celui obtenu par la partie aérienne
de ’espéce Eryngium maritimum, 0.3% (Kholkhaler al, 2012), trés proche de celui
enregistré par les grains de Pimpinella anisum, 0.64% (Lamjallad, 2015), mais il est tres
faible en comparant avec celui obtenu par la partie aérienne de 1’espéce Ferula communis,

66%(Chalabi, 2017).

II. DOSAGE DES POLYPHENOLS ET FLAVONOIDES

1. Dosage des polyphénols

1.1. Résultats

Les polyphénols sont des molécules bioactives trés recherchées car ils sont réputés
pour leurs excellentes propriétés biologiques. La détermination de la teneur en polyphénols
de différents extraits a été réalisée en suivant la méthode de Folin-Ciocalteu (Li et al.,

2007). L acide gallique a été utilisé comme standard.

Au cours du dosage des polyphénols et apres I’addition du réactif de Folin-Ciocalteu,
une couleur bleue est apparue, ce qui confirme la présence des composés phénoliques dans

les extraits végétaux, les extraits d’E.asclepium.

La concentration des polyphénols présente dans chaque extrait a été rapportée en

microgramme Equivalent d’Acide Gallique par milligramme d’extrait (Fig. 19).
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Figure19: Courbe d’¢talonnage d’Acide Gallique

La courbe d’étalonnage est tracée en utilisant plusieurs concentrations successives (10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80ug/ml), et les absorbances ont été mesurées a 760nm. Les points

avec lesquels la droite est tracée sont trés corrélés, R* = 0.988.

Le tableau ci-dessous présente les teneurs en poly phénols trouvés dans les différents

extraits de notre plante.

Tableau04: Teneur en polyphénols dans les extraits étudiés

Les extraits Teneur en Polyphénols *
Aqueux 108,72+0,031
MeOH 161,45+0,078
n-Butanol 44+0,00
E-Acétate 73,27+0,012
Chloroforme 35,36+0,021
Hexane 21,09+0,003

(®):pug Equivalents d’Acide Gallique par milligramme d’Extrait.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures +écart type.
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Selon le tableau04, les résultats du dosage montrent que 1’extrait méthanolique est le
plus riche en polyphénols avec une concentration de 161,45+0,078ug EAg/mg Ext. suivi
par I’extrait aqueux avec une valeur de 108,72+0,031pg EAg/mg Ext, tandis que I’extrait
d’acétated’éthyle a donné une valeur moyenne 73,27+0,012ug EAg/mg Ext. Les taux des
polyphénols les plus faibles ont été enregistrés avec I’extrait n-Butanol, 1’extrait de
chloroforme et I’extrait d’hexane, 44+0,00ugEAg/mg Ext., 35,36+0,021ugEAg/mg Ext. et
21,09+0,003pgEAg/mg Ext, respectivement.

1.2. Discussion

D’aprés la bibliographie effectuée sur le dosage des composés phénolique dans
I’extrait MeOH des especes appartenant a la famille des Apiacées, on a constaté que leur
teneur différe d’une espeéce a une autre. Au fait, la macération des grains de Cuminum
cyminum a donné un rendement de28,99 + 1,67mg EAg/g Ext. (Chalghem, 2010). Cette
valeur est inférieur a celle obtenue parles parties aériennes de Seselipallasii et
Seselilibanotis qui ont donné des rendements égale a 84,65+0.004mgEAg/g Ext. et
85,03+0,004mgEAg/g Ext., respectivement (Jelenaet al., 2012), et trés proche de celui
obtenu par la partie aérienne d’Eryngium palmatum, 29.0+2.0mg EAg/gExt) (Mirjana et
al., 2013).

Une autre étude réalisée par Madan et al. (2013) sur sept especes de la famille des
Apiacées, et les résultats sont les suivants: Anethumgraveolens14,637 £ 1,52mg EAg/g
Ext.,Apium graveolens19,437 + 0,47mg EAg/g Ext.,Carum carvi 35,445 + 1,84mg EAg/g
Ext.,Coriandrum sativum38,828+2.62mg EAg/g Ext.,Cuminum cyminum25,291£2,64mg
EAg/g Ext., Foeniculum vulgare21,712+£3.60mg EAg/g Ext., Trachyspermum ammi
31,028+1,90mg EAg/g Ext. Aussi, Gasmi(2014) a macéré les grains d’Eryngium
ilicifolium et a trouvé un rendement de 5,40 + 0.04mg EAg/g Ext.

En basant sur les résultats suscités, notre extrait méthanolique a un rendement trés
élevé, 161,45+0,078ug EAg/mg Ext. mais proche de celui obtenu par la partie aérienne de
I’espéce Psammogeton canescens, 128,50+1.51ugEAg/mg Ext.(Bagher, 2009)

L’extraction aqueuse de la partie aérienne de Foeniculum vulgare a donné une teneur
de 21.25+0,001png EAg/mg Ext.(Ilhamiet al., 2002), alors que celle de la partie aérienne
de Pituranthos scoparius, la teneur a été égale a 2,64+0,01ug EAg/mg Ext. (Adida, 2015).

Ces valeurs sont trés loin d’étre comparées avec celle obtenue par notre extrait aqueux,
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108,72+0,031ug EAg/mg Ext. Cependant, la concentration en polyphénols dans I’extrait
aqueux obtenu des grains d’E. asclepium est proche de celle d’Ammi visnaga,
83,28+0,001ug EAg/mg Ext. (les ombelles) (Bercisse, 2015) et 92,7+0,003pg EAg/mg
Ext.(les grains) (Benbakhti, 2017).

Selon le tableau 04, le rendement en polyphénols dans I’extrait Ethyle acétate et
I’extrait n-Butanol est égale a 73,27+0,012ug EAg/mg Ext., 44+0,00ng EAg/mg Ext.,
respectivement. Ces résultats sont supérieurs de ceux obtenus par les grains d’Eryngium
ilicifolium, ou les rendements ont été égale a 4.21+0.009mg EAg/g Ext. et 2.33+0.002mg
EAg/g Ext. pour les deux extraits Ethyle acétate et n-Butanol, respectivement (Gasmi,
2014), en revanche, ils sont inférieurs de ceux enregistrés par macération dela partie
aérienne de Daucus muricatu, 169,66+11,50ugEAg/mg Ext. et 164,42+10,20pg EAg/mg
Ext. respectivement (Noui, 2018).

Egalement, le taux des polyphénols enregistré dans la fraction n-Butanol est faible en
comparant avec celui obtenu par les grains du Cuminum cyminum, 595.45+4.54mg EAg/g
Ext.(Chalghem, 2010)et le la partie aérienne d’Ammi visnaga, 122,9+0,004pg EAg/mg
Ext.(Benbakhti, 2017).

Aussi, selon Chalghem(2010) et Noui(2018), la teneur en composés phénolique dans
I’extrait Ethyle acétate et I’extrait chloroformique est faible par rapport a celles obtenu par
nos extrait (Tab. 04), 19.39+1.89mg EAg/gExt. et 16,52+1,0lpg EAg/mg Ext.,

respectivement.

(Bagdassarian et al., 2013) préparent des études de I’extrait méthanolique sur 5
espéces de la famille Apiacées, qui sont respectivement Foeniculum vulgarel15.96 (mg
EAg /100g Ext) sAnethum graveolens 69.87 (mg EAg /100g Ext) ; Pimpinellaanisum46.17
(mg EAg /100g Ext) ;Carumcarvi25.96(mg EAg /100g Ext) ; Coriandrumsativu 17,04 (mg

EAg /100g Ext) toutes les résultats sont supérieurs que nous avons obtenus

La différence en concentration des phénols totaux peut étre provoquée par la faible
spécificité du réactif de Folin-Ciocalteu. Le réactif est extrémement sensible a la réduction
de tous les groupements hydroxyles non seulement ceux des composés phénoliques, mais

¢galement de certains sucres et de protéines etc. (Vuorela, 2005; Gomez et al., 2006).
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En effet, la teneur phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs
intrinseques (génétique) et extrinseques tels que: les conditions climatiques température
¢levée exposition solaire, les pratiques culturelles, la maturité a la récolte et les conditions

de stockage sécheresse, salinité.(Podsedek, 2007;Fallehet al., 2008).
2. Dosage des flavonoides

2.1. Résultats

Les flavonoides sont des molécules trés importantes en phytothérapie, proviennent du
métabolisme végétal et se trouvent dans les différentes parties de la plante. En effet, le
dosage des flavonoides a ¢été réalis¢é selon la méthode de Trichlorure
d’ Aluminium(AICl;)(Djeridane et al.,2006), dont la Quercétine a été employée comme

standard.

Les teneurs en flavonoides de différentes fractions d’extraction ont été calculées en
utilisant I’équation montrée par la droite d’étalonnage de la Quercétine(Fig. 20;Tab.05), et

elles sont exprimées en pg Equivalent de la Quercétine par 2mg d’Extrait, ugEQ/2mg Ext.
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Figure 20: Courbe d’étalonnage de la Quercétine
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La droite d’étalonnage de la Quércetine est tracée en utilisant plusieurs concentrations
successives (20, 40, 60, 80, 100ug/ml), et les absorbances ont ét¢ mesurées a 430nm. Les

points avec lesquels la droite est tracée sont trés corrélés, R* = 0.998.

Tableau 05: Teneur en flavonoide dans les extraits étudiés

Les extraits Teneur en Flavonoides "
Aqueux 15,06 0,000
MeOH 15,61+0,080
n-Butanol 18,03+0,076
E-Acétate 11,93+0,343
Chloroforme 14,22+0,003
Hexane 17,80+0,000

("):ug Equivalents de la Quercétine par 2 milligramme d’extrait.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures =+ écart type.

Les résultats suscités montrent que les teneurs en flavonoides totaux varient
considérablement en fonction de différents extraits. L’extrait n-Butanolet hexane se sont
apparus les plus riches en flavonoides en comparant avec les autres extraits,
18,03+0,076ugEQ/2mgExt.et 17,80+0,0005ugEQ/2mgExt., respectivement. L’extrait
aqueux avait un taux de flavonoideégal a celui de [Dextrait méthanolique,
15,61+£0,080ugEQ/2mgExt. Finalement, on trouve 1’extrait chloroformique et I’extrait
d’éthyle acétate qui ont une concentration un peu plus faible, 14,22+0,003ugEQ/2mgExt.
et11,93+0,343ugEQ/2mg Ext., respectivement.

2.2.Discussion

A la lumicere de la recherche bibliographique effectuée, il n’y a des travaux réalisés sur
I’extraction alcoolique et hydro-alcoolique de 1’espéce E. asclepium. Pour cette raison, les
résultats seront comparés avec ceux obtenus par les autres especes de la méme famille, la

famille des Apiacées.

D’aprés le tableau 05, le taux des flavonoides dans I’extrait méthanolique est égale a
15,61+£0,080pg EQ/2mg Ext. qui est supérieur de ceux enregistrés par plusieurs especes:
Foeniculum vulgare 68.10mg EQ/100g Ext., Anethum graveolens 49.10mg EQ /100g
Ext.,Pimpinella anisum17.43mg EQ/100g Ext., Carum carvi 11.77mg EQ/100g
Ext.,Coriandrum sativul1.10mg EQ/100g Ext. (Bagdassarian et al., 2014). Cependant, il
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est inférieur de celui obtenu par la partie aérienne de Cuminum cyminum(Athamnaetal.,
2010)et de Daucus muricatu (Noui, 2018), 17.39+2.71mg EQ/g Ext. et 65.87+0.83ug

EQ/mg Ext., respectivement.

En ce qui concerne I’extrait aqueux, 1’étude de Mirjana et al.(2014)sur 1’espece
Eryngium palmatum a donné un taux égale a 9.5+0.3mg ER/g Ext. qui est proche de celui
obtenu par notre espece, 15,06 £0,000ng EQ/2mg Ext. Cependant, les travaux de Rached
et al.(2010),Bercisse(2015) et Benbekhti(2017) sur les feuilles de Thapsia garganica, la
partie aérienne d’Ammi visnaga et les ombelles d’Ammi visnaga sont donné des
rendements de 18,13+0,47mg EQ/g Ext.,43,72ugEQ/mgExt.et 15,8+0,002ugEQ/mgExt.,

respectivement et qui sont supérieurs de celui enregistré par E. asclepium (Tab. 05).

Ainsi, la macération des feuilles Eryngium foetidium a montré que la présence des

flavonoides est treés accentuée dans les extraits aqueux et méthanolique(Yala et al., 2016).

La macération en utilisant 1’Ethyle acétate a donné une teneur de 11,93+0,343ug
EQ/2mg Ext. cette valeur est trés supérieure de celle révélée par partie aérienne de I’espece
Ferula communis, 1,92+0,04mg EQ/g Ext.(Chalabi, 2017).La fraction n-Butanol avait une
concentration en flavonoides égale a 18,03+0,076ug EQ/2mg Ext. qui est inférieure de
celle montrée par les parties aériennes de D’espéce Ammi visnagas,

13,2+0,002ugEQ/mgExt. (Benbekhti, 2017).

Plus que les résultats cités avant, d’autres travaux ont enregistrés des teneurs €levées
en flavonoides dans 1’extrait Ethyle acétate et 1’extrait n-Butanol par rapport a les notres.
En effet, ’étude d’Athamna et al.(2010)sur la partie aérienne de Cuminum cyminum a
enregistré des rendementsde54.21 + 2.82mg EQ/g Ext. et 20.11+5.80mg EQ/g Ext., alors
que celle de Noui (2018) qui a effectuée sur la partie aérienne de Daucus muricatu, elle a
enregistrée des rendements égale a 89,34+6,18ug EQ/mg Ext. et 158,09+£9,76ug EQ/mg

Ext., respectivement.

D’apreés Noui(2018), ’extraction des flavonoides de la partie aérienne de Daucus
muricatu en utilisant le chloroforme a montré que cette espéce a une teneur trés faible,
04.87£2.16pg EQ/mg Ext., en la comparant avec celle obtenue par notre plante,
14,224+0,003ng EQ/2mg Ext.
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Une étude préparée par (Madan et al.,, 2013) sur les extraits MeOH des quelques
especes de la famille des Apiacées, les teneurs des flavonoides de ces especes sont :
Anethum graveolens18,159 = 2.16mg ER/g Ext., Apium graveolens13,242+2 62mg ER/g
Ext)Carum carvi 12,812 £ 1,49(mg ER/g Ext) ;Coriandrum sativum 45,262 + 2,11(mg
ER/g Ext) ;Cuminumcyminum38,364 = 1.02 (mg ER/g Ext); Foeniculum vulgare 15,854 +
1,96 (mg ER/g Ext); Trachyspermum ammi 27,446 + 0.87(mg ER/g Ext) toutes ces résultats

sont plus éleves.
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II. ACTIVITE ANTICOAGULANTE VIS-A-VIS DE LA VOIE
EXOGENE

1. Résultats

Le temps de Quick (TQ) ou le taux de prothrombine (TP) est le test qui
permetd’explorer globalement la voie exogene de la coagulation ou le facteur tissulaire est
son déclencheur (Tripodi, 2009).Le TQ du plasma du sang normal est compris entre 12 et
14 secondes selon les réactifs utilisés (Caquet, 2004),etdonc n’importe quel allongement
dans le temps de la coagulation par rapport au controle négatif montre que le matériel testé
a uneeffet anticoagulant vis-a-vis la voie exogéne de la coagulation.Nosrésultats sont

mentionnés dans la figure suivante (Fig.21).
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Figure 21: Capacité anticoagulante des extraits vis-a-vis de la voie exogene de la
coagulation.

L’étudein vitro de l'activité anticoagulantede la voix exogene des deux extraits aqueux
et MeOH montrent que ces deux extraits ont un faible effet anticoagulant, notant que le

control négatif a donné un temps de coagulation estimée de 13s.

)




CHAPITREV RESULTATS ET DISCUSSION

2. Discussion

Le TQ normal, c.a.d. sans facteur coagulant ou anticoagulant, est compris entre 12 et
l4secondes selon le réactif utilisé.Dans le but de rechercher d’un allongement au niveau du
temps de coagulation, on a essay¢é d’utiliser des extraits végétaux afin de produire des
anticoagulants d’origine naturels. LeTQ du témoin négatif a été égale a 12s, alors que celui
du témoin positif Héparine est égal a 35squi a été tres allongé, et on peut dire que le

plasma du sang est incoagulable.

Globalement, I’effet anticoagulant de 1’extrait méthanolique et aqueux des grains
d’E.asclepium, a été faible en comparant avec I’héparine, ou le plasma étudié a été
incoagulable. Notons que et d’apres les concentrations utilisées, 1’extrait aqueux a donné
un TQ égal a 17s a la concentration de 100mg/ml, alors que 1’extrait MeOH n’a aucun effet

(Fig. 21).

A la lumiére de la bibliographie effectuée sur ’activité anticoagulante des extraits
végétaux, il ai clair que ce test n’est pas vraiment connu et réalisé par les chercheurs pour
utiliser les extraits des plantes médicinales comme anticoagulants ou coagulants. Pour cette
raison, nos résultats seront discutés par les especes d’autres familles que la famille des

Apiacées.

Au fait, a une concentration de 100mg/ml, I’extrait MeOH de notre espéce a donné un
TQ égal a celui du témoin négatif, 13s, et ¢ca confirme que cet extrait a cette concentration
n’a aucun effet anticoagulant. Selon Rajput er al.(2012), I’extrait MeOH de la partie
aérienne de D’espece Trachyspermum ammi(10mg/ml) a un TQ élevé par rapport au
contrdle négatif, 28s et 13,57s, respectivement. Aussi, I’étude de Fereshteh(2013) sur
I’évaluation de 1’activité anticoagulante in vitro de la partie aérienne de 1’espéce Ferula
gocarduchorum a montré que 1’extrait MeOH a une faible capacité anticoagulante, 17s, en
comparantavec le controle négatif, 15s (concentration faible = 0.06mg/ml). En revanche,
I’extrait MeOH de la partie aérienne de 1’espéce Angélica shikokiana a exercé une trés
bonne activité anticoagulante 39,3s, et a une faible concentration (10pug/ml) en

comparaison avec le temps normal, 12s(Mira et al., 2015).

D’apres Gadi(2009), I’extrait aqueux(2ug/ml)de la partie aérienne de 1’espece
Petroselinum crispum a présenté une activité anticoagulante égale a 10,5s, et qui est

importante par rapport a celle du test négatif, 5,9s.Cette étude valide son utilisation dans

=
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les maladies cardiovasculaires comme agent anticoagulant. Petroselinum crispum devrait
étre évité chez les patients sous traitement anticoagulant, car il peut améliorer le potentiel
anticoagulant des agents anticoagulants. Aussi, une autre é¢tudea été réaliséesur la capacité
anticoagulante des extraits aqueux(6,7mg/ml)de la partie aérienne de trois espece du genre
Panax, Panax ginseng, Panax notoginseng et Panax quinquefolius, et a montré que toutes
les especes exercent une faible activité anticoagulantevarie entre 13.44s et 14.22s, en

comparant avec le contrdle négatif,13,28s(Lau, 2009).

D’aprésYang et al. (2016), I’extrait aqueux de la partie aérienne d’Angélica sinensis
qui a une concentration de 2mg/ml possede un TQ égal a 56s,qui est tres €levé par rapport

a celui exercé par I’extrait aqueux de notre espece étudiée, 17s a 100mg/ml.

&
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CONCLUSION

Ce travail a pour but de valoriser les connaissances de la flore algérienne par 1'étude
phytochimique, et la mise en évidence des propriétés pharmacologiques d’une plante issue de
cette flore appelée E.asclepium. Les ombelles en fructification et spécialement les grains des

ombelles ont été I’objet de ce travail grace a leur richesse en métabolites secondaires.

Plusieurs tests ont été réalisé en commencgant par 1’extraction des molécules bioactives
(alcoolique et hydro-alcoolique), ensuit les tests de dosage, le dosage des phénols totaux et

des flavonoides, et enfin le test de 1’activité anticoagulante in vitro.

Au fait, la macération en utilisant plusieurs solvants a donné des différents rendements.
Cette différence a une relation directe avec la polarité du solvant utilisé. La prédominance du
rendement en termes d’extrait brut est enregistrée dans I’extrait MeOH, 32,59%, suivi par
I’extrait Aqueux et hexane, 21,39% et 14,9164%, respectivement. Toutefois, 1’extrait
Chloroformique, Ethyle acétate et n-Butanol ont donné des rendements égale a 1,6216%,

0,6788% et 0,4144%, respectivement.

En ce qui concerne les tests de quantification des phénols totaux et flavonoides, les
teneurs ont été aussi dépendantes du solvant utilisé. Les résultats du dosage ont montré que
I’extrait MeOH est le plus riche en polyphénols, 161,45+0,078ug EAG/mg Ext., suivi par
I’extrait Aqueux et 1’extrait Ethyle acétate, 108,72+0,031ng EAG/mg Ext. et 73,27+0,012ng
EAG/mg Ext. Alors que les autres extraits n-Butanol, Chloroforme et Hexane, ils ont donné

des valeurs inférieures.

Le test du dosage des flavonoides a montré que 1’extrait n-Butanol et 1’extrait Hexane
contiennent le taux le élevé des flavonoides par rapport aux autres extraits étudiés,
18,03+0,076ugEQ/2mgExt.et 17,80+0,0005ugEQ/2mgEXxt., respectivement. L’extrait Aqueux
avait une concentration en flavonoide ¢égal a celle de [I’extrait MeOH,
15,61+0,080nugEQ/2mgExt. Finalement, 1’extrait Chloroformique et 1’extrait Ethyle acétate
ont présent¢é les concentrations les plus faibles14,22+0,003ugEQ/2mgExt. Et
11,93+0,343ugEQ/2mg Ext., respectivement.

Pour les tests biologiques des extraits étudiés, 1’étude in vitro de 'activité anticoagulante
de la voix exogeéne a montré que ces deux extraits ont une faible activité anticoagulante, dont

le TQ le plus ¢élevé a été enregistré par 1’extrait aqueux, 17s a la concentration la plus élevée,
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100mg/ml. Cette valeur est supérieure de celle obtenue par le control négatif qui a donné un

TQ égale a 13s.
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PERSPECTIVES

A la lumiére des résultats obtenus, il est souhaitable de compléter et d’approfondir ce

travail par:

e Utiliser d’autres méthodes d'extraction pour découvrir leur influence sur le

rendement et la composition chimique.

e Faire I’analyse phytochimique des extraits utilis€s afin d’identifier les molécules qui

y trouvent et les séparer.

e Réaliser ’activité anticoagulante vis-a-vis la vois endogenes (TCK), et les tester par

la suite in vivo(TQ et TCK).
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Annexe 01:Appareillage de laboratoire

ANNEXES

Nom Marque
Etuve Memmert
Plaque chauffante Stuart US152
agitatrice
Bain-marie Memmert
Vortex Fisher scientifique
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Spectrophotométre JENWAY 7305
Spectrophotométre
Autoclave Pb international
Centrifugeuse

Sigma




ANNEXES

Annexe 02: Produits chimiques utilisés

Produits chimiques Structure et la formule
(@] OH
Acide gallique HO/&\OH
OH
C7H605
Quercétine
Ci15H1007
n-Butanol /\/\O H
C4H100
CI\AI/CI
Trichlorure d’aluminium f
(@ |
AlCl3
@)
Ethyle acétate )‘I\
O /\
C4Hs02
H
Chloroforme /IY’ s
Cl CP 1
CHCls
HBC/‘\/\_/CH
Hexane
CeHi4
H H
P
MeOH —
CH;0OH




ANNEXES

Annexe 03: Préparation des solutions et des réactifs
e Acide gallique: peser 1mg d’acide gallique dans un tube a hémolyse et y ajouté2000ul
MeOH.

¢ Folin-Ciocalteu: prélever 10ml Folin-Ciocalteu et ajout¢ 90ml eau distillée
(dilution1/10).

e Préparation de Na:COa3: peser 3,75g Na2COset la préparer dans 50ml eau distillée
(7.5%).

¢ Quercétine: peser 0,004g Quercétine et ajouté 2ml MeOH, Concentration (2mg /ml)

e Préparation de AICl;: peser 0,6g AlCI; et ajouté 30ml MeOH
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RESUME

Ce travail a été réalisé dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales et aromatique d’origine algérienne.
Dans ce conteste, on a choisi une plante du Nord algérien, endémique du bassin méditerranéen et qui appartient a la famille
des Apiacées, Elaeoselinum asclepium L. L’extraction des molécules bioactives a été effectuée en utilisant la méthode de la
macération a froid. Les tests de dosage ont été réalisés pour quantifier le taux des phénols totaux et des flavonoides dans les
extraits. Le pouvoir anticoagulant vis-a-vis de la voie exogene a été évalué in vitro en calculant le temps de la coagulation
(TQ). Au fait, la macération nous a permis d’obtenir six extraits: Hexane; chloroforme; E.acétate, n-Butanol, MeOH, aqueux,
dont le rendement le plus élevé a été enregistré par 1’extrait MeOH (32.5%). Le test du dosage des phénols totaux a montré
que tous les extraits en contiennent et notamment 1’extrait MeOH et H,0O (161,45+0,078ug EAG/mg Ext. et 108,72+0,031pg
EAG/mg Ext. respectivement), cependant le dosage des flavonoides a donné des valeurs faibles variées de 18,03+0,076ug
EQ/2mg Ext. a 11,93+0,343ug EQ/2mg Ext. Les temps de la coagulation obtenus sur un plasma normal en présence des

extraits testés ont indiqué que nos échantillons exercent une faible activité anticoagulante sur la voie exogene.
Mots clés: Elaeoselinum asclepium, Polyphénoles, Flavonoides, Activité anticoagulante.
ABSTRACT

This present study was conducted withi n the framework of the valorization of medicinal and aromatic plants of Algeria. In
this context, we decided to select a plant from northern Algeria, endemic to the Mediterranean which belongs to the Apiaceae
family, Elaeoselinum asclepium L. The extraction of bioactive molecules was done using the cold maceration method. Assay
tests were performed to quantify the level of total phenols and flavonoids in the extracts. Anticoagulant potency vis-a-vis the
exogenous pathway was rated in vitro by calculating the coagulation time (TQ). Therefore, the maceration allowed us to
obtain six extracts: Hexane; chloroform; E.acétate, n-Butanol, MeOH,and aquous extract. The highest yield was recorded by
the MeOH extract (32.5%). The total phenol assay showed that all the extracts contained it and in particular the MeOH and
H20 extract (161.45 + 0.078 pg EAG / mg Ext and 108.72 + 0.031 pg EAG / mg Ext respectively). Whereas, the flavonoid
assay gave varied low values of 18.03 = 0.076pug EQ / 2mg Ext. at 11.93 + 0.343pg EQ / 2mg Ext. Clotting times obtained on
normal plasma in the presence of tested extracts showed that our samples exert a weak anticoagulant activity on the

exogenous pathway.

Key words: Elacoselinum asclepium, Polyphenols, Flavonoids, Anticoagulant activity
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