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Introduction

De tous les temps, les plantes ont occupé une place prépondérante dans la vie de
I'homme. Toutes les civilisations connues ont utilisé les plantes soit sauvages soit
cultivées pour se nourrir, se défendre, se vétir ou se soigner. Ces utilisations se sont
diversifiées au fil des temps pour s'adapter aux besoins. Les plantes médicinales ont connu
les mémes modifications. Elles sont employées parfois de fagon sélective grice a la
tradition. Au fil des siécles, une premiére distinction a pu étre faite entre plantes comestibles
et toxiques. Les connaissances empiriques accumulées ont permis aux différentes
civilisations de prendre les plantes comme source essentielle de médicaments. Jusqu'au

début du 20°™ siécle, presque tous les médicaments étaient a base de plantes [1].

De nos jours, et surtout dans les pays du tiers monde, la phytothérapie occupe
encore une place importante. La flore de ces pays reste assurément riche et prometteuse,
tant dans la perspective de découvrir de nouvelles espéces botaniques que de trouver de
nouvelles molécules ayant une activité thérapeutique, pour la mise au point de nouveaux
médicaments. Quelles que soient les parties et les formes sous lesquelles elles sont utilisées,
les plantes sont extrémement riches, elles contiennent de structures chimiques complexes.
Le métabolisme des plantes contient de milliers de différents constituants dont I'effet
thérapeutique n'est évidlemment pas lié & tous les composés, de méme pour ce qui est

d'effet nocif ou toxique [2].

L'Algérie est considérée parmi les pays connus pour leur diversité taxonomique vu sa
position biogéographique privilégiée et son étendu entre la Méditerranée et I'Afrique
sub-saharienne. La flore algérienne est potentiellement riche, beaucoup d'espéces
endémiques peuvent y étre. Nous partageons avec les méditerranéens et les pays du Sahel
un large éventail de composés et d'éléments phytochimiques d'un intérét grandissant d’ou
la nécessité et I'importance de ce travail de recherche. Ce brassage d'espéces constitue
pour notre pays une véritable richesse qui doit étre préservée et gérée rationnellement
et durablement dans le but de maintenir les équilibres écologiques déja fragiles et de

conserver notre diversité biologique[1].

Notre étude portée sur I’extraction et le dosage des polyphénols et des flavonoides,
puis I’étude des activités antimicrobienne, antioxydante, anticorrosive d’une plante

appartenant a la famille Ranunculaceae, présentées par Ranunculus repens L.

Ce travail est divisé en deux partie une partie bibliographique et d’autre expérimentale,

la partie bibliographique comprend quatre partie :
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e Ftude botanique Ranunculus repens L.
e Les composés phénoliques.

e Rappels sur les activités étudiées.

La partie expérimentale est consacrée a 1’étude de la composition chimique et les

activités (antioxydante, antimicrobienne, anticorrosive), des métabolites secondaire.

Cette partie est devisée en deux la présentation du matériel et des méthodes utilisées,

et la discussion des résultats, en fin une conclusion qui rappelle les résultats obtenus.
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Chapitre I Etude botanique

L.1. Historique

11 semble y avoir peu de doute que Ranunculus repens L au canada a été naturalisé
d’Europe et s’est rapidement répandu a la suite des pionniers. Rousse au (1968) appelle RRL
une plante adventice, un colonisateur occasionnel ou occasionnel d’ Amérique du nord. Il a
également fait remarquer que la premiére mention de RRL au Québec remonte a 1821 et
qu’elle était décrite comme commune dans les environs de Montréal [3]. Godwin (1975)
déclare que RRL appartient & la catégorie des plantes circumpolaires de Hutten qui se
propage de maniere trés répandue par la culture. Gilkey (1957) a méme suggéré que RRL
aurait pu étre introduit comme plante de jardin ou ornementale en raison de sa valeur
esthétique. En revanche, Montgomery (1964) a suggéré que RRL pourrait étre indigéne dans
certaines régions du canada, mais il n’a donné aucun lieu ni aucune preuve a I’appui de cette

affirmation [4].
1.2. La famille Ranunculacées

Les Ranunculacées ont une distribution mondiale, bien que de nombreux genres et
especes soient centrés dans les zones tempérées de 1'Asie de I'Est. La famille des
Ranunculaceae est composée d’environ 1500 a 2000 espéces regroupées en une

soixantaine de genres [5].

L.3. Le genre Ranunculus

Le genre Ranunculus (renoncules) représente le plus grand genre au sein des
Ranunculaceae, prés de 600 especes appartiennent au genre Ranunculus. 1l est répartit dans
I’hémisphére nord. On le trouve aussi dans les régions tempérées du sud dans les tropiques
ou elles sont habituellement confinées a des altitudes plus élevées, et réparties sur tous les
continents. Les membres de ce genre présentent des sépales simples, lobées, fendues ou
divisées 3 et 5 non voyantes, les pétales sont habituellement jaunes, principalement
abovés, étamines et carpelles, de nombreux agrégats d'akénes dans des tétes globuleuses a

oblongues, des akénes arrondis ou un peu aplaties [6].
L.4. Distribution géographique

Ranunculus repens L a été introduit aux Etats-Unis et au canada ou il est distribué dans
une large bande s’étendant principalement entre 38° et 50° N. Au canada, RRL est présent
dans toutes les provinces, a I’exception des territoires du Yukong et du nord-ouest [7].

L’espece est plus commune dans les provinces maritimes, au Québec, en Ontario et sur les
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cotes de la Colombie britannique (figure 1) [3]. RRL est généralement présent en Europe, y
compris a I’extréme nord de la Norveége, et s’étend jusqu’aux iles Féroé, en Islande et aux
cotes et ouest du Groenland (coles 1977) [3]. Il n’a pas été enregistré en Europe du nord, en
Russie, en Gréce ou en Albanie, mais est présent en Roumanie, en Bulgarie et en
Yougoslavie. Il a ét¢ enregistré dans les montagnes marocaines et algériennes et dans le delta
du Nil. Coles (1977) indique qu’il est ¢galement présent en Sibérie et au japon, mais harper
(1957) a suggéré de vérifier ces identifications. Il a été introduit dans une grande partie de

I’ Amérique centrale et du sud et nouvelle Ze’lande et Australie [7].
’ ' Bl Yo <(.

?'-'19

Figure1:La dlstrlbutxon de RRL en canada [3].

1.5. Biologie de Ranunculus Repens L

La plante RRL est une espece vivace herbacée, généralement duveteuse a longs
stolons rampants, les feuilles triangulaires ont trois dentés, celui du milieu étant pétiolé [8].
Les fleurs ont cinq pétales jaunes, cinq sépales dressés et beaucoup d’étamines. Le

réceptacle porte de nombreux carpelles qui 2 maturité, donnent des akénes a bec gréle [9].

La Ranunculus repens L est une herbe rampante avec des racines fibreuse, elle est
commune dans les paturages, champs et dans les zones humides aux climats tempérés. Elle
produit de nouvelles plantes ou clones qui se développe a travers les stolons qui

poussent dans les aisselles des feuilles (figure 2) [10]. Au printemps des stolons latéraux
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SEES

sont produits dans les feuilles et la production de stolons continue jusqu’a la fin de I’été. Une
a deux stolons par plante sont communes mais il y a des plantes qui peuvent avoir
jusqu’a cinq ainsi que des branches secondaires [8]. En automne, quand les rameaux
sont établis le stolon devient pale et meurt laissant des rosettes physiologiquement
indépendantes se développer et deviennent des fleurs. La saison prochaine pendant que la
plante originale palit et meurt, la nouvelle plante peut persister durant I’hiver comme une
petite rosette. Le court caudex stocke les matiéres nutritives qui permettent 1’accélération
de la croissance en printemps (entre Avril et Juin ) [11]. Une enquéte a révélé que chaque
fleur produisait une vingtaine de graines. En général, la saison de fleurs est entre Avril a
Juillet Cette floraison est suivie de fruits en deux semaines. La Ranunculus repens L est

résistante 4 la gelée et survit & la sécheresse modérée [10].
L.6. Systématique de la plante (RRL)

e Famille : Ranunculaceae.

e  Ordre : Ranale ou polycarpique.

e Genre : Ranunculus.

e Espéce : Ranunculus repens L.

e Nom Arabe: Mergheris (El-houdane).

e Nom commun : Ranunculus rampante [8 ,12].

Figure 2 : La plante Ranunculus repens L dans son milieu systématique (Texenna, Jijel,
Est Algérie) [8].
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L7. Utilisation traditionnelle de la Ranunculus repens L

Ranunculus repens L est une plante appartient 3 la famille Ranunculaceae,
communément appelée EL-Faiha (Berbére). Dans la médecine traditionnelle, les feuilles
séchées sont utilisée sous forme d’infusion pour traiter le diabéte sucré et la jaunisse
en petite Kabylie (Est d’Algérie) [8]. Selon les résultats d’une étude non publiées, cette
plante parait riche en composés polyphénoliques et contient une teneur importante en
flavonoides [10]. La consultation de la littérature scientifique ne montre aucune recherche

phytopharmacologique sur cette plante [11].
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IL.1. Généralité sur les polyphénols

Les composés phénoliques, ou polyphénols sont des phytomicronutriments synthétisés
par les végétaux et qui appartiennent a leur métabolisme secondaire. Ils participent a la

défense des plantes contre les agressions environnementales [13].

Plus de 8000 structures de composés phénoliques ont été rapportés dans la littérature
et elles sont largement dispersées dans les plantes, Ils peuvent étre classés en fonction du
nombre et de 1'agencement de leurs atomes de carbone et sont communément substitués par

des sucres et des acides organiques [2].
I1.2. Classification des polyphénols

Les polyphénols, qui forment une immense famille de plus de 8000 composés
naturels, sont divisés en plusieurs catégories: les flavonoides qui représentent plus de
la moiti€ des polyphénols; les tanins qui sont des produits de la polymérisation des
flavonoides; les acides phénoliques, les coumarines, les lignanes et d’autres classes
existent en nombres considérables. Les composés phénoliques sont commodément

classés selon le nombre d’atomes de carbone dans le squelette de base [14].

Tableau 1 : Principales classes des composés phénoliques [13].

Squelette Classes Structure de base
carboné
Cé6 Phénols simples OH
Co-cl Acides hydroxybenzoiques COCH
C6-c3 Acides hydroxycinnamique \ COOH
coumarine
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C6-c4 naphtoquinones o

C6- C2-C6 Stilbénes

Cé6- C3- C6 Flavonoides
o
(C6-C3)2 Lignanes
(C6- C3)n Lignines
(C6- C3- Tanins condonsés
C6)n

I1.3. Les flavonoides
I1.3.1. Historique

Le nom flavonoide est dérivé du mot « Flavus » en latin, qui signifie jaune.
L’intérét nutritionnel pour les flavonoides date de la découverte de la vitamine C par

Szent Gyorgyi en 1938 [15].

Le scorbut expérimental céde a I’ingestion de jus d’agrumes mais résiste a la
seule administration d’acide ascorbique. Plus pratiquement, les symptomes
hémorragiques du scorbut liés a la fragilité des vaisseaux sont guéris par des extraits
de paprika et du jus de citron alors que I’acide ascorbique seul est inefficace. Les
analyses chimiques ont montré que la fraction active était de nature flavonoidique.
Cette action des flavonoides sur la perméabilité vasculaire a été appelée propriété
vitaminique P (P étant la premiére lettre du mot perméabilité). Cette notion de vitamine

8
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P n’existe plus al’heure actuelle puisqu’elle ne correspond pas a la définition classique
des vitamines ; par contre, les flavonoides sont considérés comme des micronutriments

importants puisqu’ils peuvent jouer des roles antioxydants [8].
I1.3.2. Classification et structure chimique des flavonoides

Les flavonoides constituent le principal groupe de polyphénols, avec plus de 9000
composés différents et distribués de maniére générale, dans toutes les plantes vasculaires.
Leur squelette chimique commun posseéde 15 atomes de carbones, constitué de deux
noyaux benzéniques A et B reliés par un cycle pyranique central C (figure 3) [16]. Ils
different les uns des autres par la position des substitutions sur les noyaux A et B, et la nature
de C. Les flavonoides sont répartis en différentes catégories dont les plus importantes sont
les flavonols, les flavones, les flavanols, les isoflavones, les flavanones, et les anthocyanes

(tableau 2). Ils sont localisés dans divers organe : fleurs, fruits, feuilles, tiges et racine [17].

(@]

Figure 3 : Structure de base des flavonoides [17].
I1.3.2.1. Les flavonols

Les flavonols sont les constituants flavoniques les plus abondants des aliments [16].
Les composés les plus représentatifs de cette famille sont le kaempferol et la quercétine
[16]. Ces derniéres possédent un trés fort pouvoir antioxydant en raison de leur structure

chimique favorable au piégeage des radicaux libres [17].
I1.3.2.2. Les flavones

Les flavones sont abondantes chez les plantes supérieures sous les deux formes
aglycones ou glycolyses [18]. Certaines sont responsables de ’aspect blanc ou ivoire
de certaines fleurs, comme les roses et les ceillets. Ils ont des activités physiologiques

remarquables, notamment des propriétés antimicrobiennes et antivirales [17].
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11.3.2.3. Les flavanones

Les flavanones ont une structure similaire & celle des flavones mais ne possédent pas
d’insaturation au niveau de I’hétérocycle. Les flavanones sont fréquemment rencontrés chez
les Myrtacées [16]. Dans I’alimentation, les flavanones se retrouvent dans les
tomates, certaines plantes comme la menthe, et sont présents en grandes quantités dans

les agrumes [18, 17].
11.3.2.4. Les isoflavones

Les isoflavonoide sont moins répandus taxonomiquement. Ces composés tres actifs se
trouvent essentiellement chez les légumineuses. La structure des isoflavones ne differe des

autres flavonoides que par la présence du cycle B en position 3 [16,17].
I1.3.2.5. Les flavanols

Les flavanols existent sous forme de monomeéres : I'unité la plus simple est la
catéchine, ou polymérique appelés proanthocyanidines [16]. La catéchine est présente dans

de nombreux fruits comme la pomme [18, 17].
I1.3.2.6. Les anthocyanes

Les anthocyanes sont des pigments naturels qui donnent les couleurs a de
nombreuses plantes. Leur aptitude & se solubiliser facilement dans les milieux aqueux offre
des possibilités tres larges dans le domaine industriel. s sont responsables de la coloration
(orange, rose, rouge, violet etbleue) de certaines fleurs (tulipe, rose, orchidée)

et fruits (pomme, baies, raisin) [16, 14, 17].

Tableau 2 : Différentes classes de flavonoides [17].

Flavonoides Squelette de base

Flavonols
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Flavones
Flavanones
Isoflavones
Flavanols
[}
Anthocyanes
0.
X
Z o

11.3.3. Variation de la structure de I’élément centrale en C3 des flavonoides

La figure 4 donne le schéma des réactions qui permettant d’interpréter la formation
des principaux flavonoides a partir des chalcones [19]. La cyclisation de chalcones
s’effectue aisément, par isomérisation sous forme de flavanones qui est stabilisée par

formation d’une liaison hydrogéne entre CO et un groupement OH en position 5. Les
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flavonoides et plus particuliérement leur produit d’hydroxylation, les flavonoides joueraient

le role d’intermédiaire dans la formation des différents types de flavonoides [20].

HO. OH HO. o\c
g I
CH
c/c” ¢
I Il
OH 0

OH

OHfl (o]
- avones
Chalcone
T isomérisation -2H
OH
HO. 0.
N C
OH
HO. (o)
. _CH ¢
i I
OH O ¢~ o
Flavonone 2 I
H (o]
Hydroxylatlon Flavonols
HO. 0
\g/@"
l
/C
||
flavonols

¢ Enolisation

o & OH
| O\E Ve ~g~ HO c/@
e —_— |
) Zon 7 Son c\
OH OH OH

anthocyanes

Figure 4 : Formation des différents types de flavonoides a partir des chalcones [20].
11.3.4. Propriétés pharmacologiques des flavonoides

De nos jours, les propriétés des flavonoides sont largement étudiées par le domaine
médical, ou on leur reconnait des activités anti-virales, anti-radicalaires, anti-allergiques,

anti-tumorales, mais aussi anti-inflammatoires et anti-cancéreuses [1].
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IIL1. Activité antioxydante

IIL.1.1 Définition du stress

Des molécules prooxydants appelées radicaux libres ou espéces réactives de I’oxygene
(ERO) sont produites quotidiennement dans ’organisme. Ces derniéres sont cependant
controlées par les antioxydants. Un stress oxydatif survient lorsque 1’équilibre est rompu en
faveur des radicaux libres (figure 5). Toutefois, une production excessive de ces molécules
réactives ou une insuffisance des mécanismes antioxydants peut déséquilibrer la balance

oxydant/antioxydant [21].

Antioxydants

Figure 5 : Déséquilibre de la balance antioxydants et prooxydants [21].
II1.1.2.Définition des Radicaux libres

Un radical (souvent appelé radical libre) est une espéce chimique possédant un ou
plusieurs électrons non appariés sur sa couche externe. Il se note par un point. La présence
d'un électron célibataire confere a ces molécules, la plupart du temps, une grande instabilité,

ce qui signifie qu'elles ont la possibilité de réagir avec de nombreux composés dans des

processus le plus souvent non spécifiques [22].

I11.1.3.Définition des antioxydants

Les antioxydants sont des molécules qui empéchent I’oxydation de certaines

substances chimique. Ils jouent un réle de repart protecteur contre les radicaux libre qui

peuvent étre source de nombreux problémes de santé s’ils proliférent dans I’organisme [22].

13
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IIL.1.4. Les antioxydants endogénes (enzymatiques)

Ce sont des enzymes ou protéines antioxydants (superoxyde dismutase, catalase...)

élaborés par notre organisme avec I’aide de certains minéraux. Elles sont présentes en

permanence dans I’organisme mais leur quantité diminue avec I’age [23].

- La superoxyde dismutase (SOD)

Accélere la dismutation de I’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene, il existe
plusieurs isoenzymes de SOD ; SOD ferreux (Fe-SOD), SOD a cuivre (Cu-SOD) et SOD a
manganése (Mn-SOD) [24].

- La catalase

Présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques. Elle agit en

synergie avec la SOD puisque son rdle est d'accélérer la dismutation du peroxyde

d'hydrogéne en eau et en oxygéne moléculaire [24].

I11.1.4. Les antioxydants exogénes (non enzymatiques)

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu’antioxydants in vivo ont était proposés.
Elles incluent : la vitamine E, l'acide ascorbique, la f-carot¢ne, les flavonoides, les

composés phénoliques. Elles peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur

perméabilité et elles ont également une capacité de lier les acides gras libres [25].

ITL.1.5. Mécanismes d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de
I’oxygene singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la

réduction de radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition [26].

I11.1.6. Conséquence du stress oxydatif

Le principal danger des radicaux libres vient des dommages qu’ils peuvent provoquer
lorsqu’ils réagissent avec des composants cellulaires importants, tels que PADN , les
lipides (peroxydation), les protéines....etc. Cette oxydation provoque des dommages sur tout

I’organisme, accélérant le vieillissement (maladies cardiovasculaires et neuro-dégénératives,

cancer, diabéte...) et la dégradation des cellules et des tissus [27].

14
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IIL.2. Activité antibactérienne

— I11.2.1. Généralité

Un microbe, ou micro-organisme, fait partic d’un groupe large et extrémement
divers d’organismes. Ces organismes sont regroupés sur la base d’une seule propriété:
ils sont si petits qu’ils ne peuvent étre visualisés sans 1’aide d’un microscope. Les
microbes sont largement utilisés dans les laboratoires de recherche pour étudier les

processus cellulaires [28].
IIL.2.2. Définition des bactéries

- Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classés parmi les procaryotes,
car ils ne possédent pas de membrane nucléaire. Ce caractere les distingue des autres
- organismes unicellulaires classés parmi les eucaryotes (champignons, algues,
protozoaires). Elles sont divisées en bactéries proprement dites (Bacteria) et bactéries

- primitives (Archaea) [29].

Figure 6 : Structure d’une cellule bactérienne [30].

I11.2.3. Les antibiotiques

- Les antibiotiques sont des substances organiques produits par des
microorganismes ou issue de la syntheése et exercent a faible dose une action envers

= d’autres micro-organismes [31].
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I11.2.4. Classification des antibiotiques
Il existe plusieurs modalités de classification des antibiotiques d’utilité variable :

e La structure chimique de base : bétalactamines, aminoglycosides, quinolones,
cyclines, ...

e La cible au niveau des bactéries : ribosomes, paroi, ...

e Le mécanisme d’action : inhibition de la synthése protéique, inhibition de la synthese
du peptidoglycane, ...

e Le spectre d’activité : groupes bactériens ou espéces sensibles [32].
I11.2.5. Mode d’action des antibiotiques

Les principales cibles des antibiotiques sont la paroi cellulaire et les ribosomes
bactériens. D’autres cibles sont impliquées dans les fonctions physiologiques ou
métabolites, a savoir I’inhibition de la biosynthe¢se des acides nucléiques (ADN et ARN) et
Pinterférence avec les voies métaboliques de synthése de I’ADN. Des interactions
spécifiques avec les cibles bactériennes des antibiotiques sont également régies par la
complexité des motifs structuraux et la grande variabilité des groupements fonctionnels.
Cette spécificité se trouve engagée dans les processus de la sélection de bactéries résistantes

aux antibiotiques [33].
I11.2.6. L’antibiogramme

Le but de réalisation d’un antibiogramme est de prédire la sensibilit¢ d’un germe
a un ou plusieurs antibiotiques dans une optique essentiellement thérapeutique. Il sert
également a la surveillance épidémiologique de la résistance bactérienne et a

I’identification bactérienne par la mise en évidence de résistances naturelles [32].
ITL.3. Autre activité (anticorrosive)

I11.3.1. Définition de la corrosion

Selon NACE, la référence mondiale en matiére de corrosion, NACE (National
Association of Corrosion Engineers), définit la corrosion comme la détérioration d’un
materiau, généralement métallique, qui résulte d’une réaction avec son environnement. C’est
a dire soit un environnement gazeux (oxygene de I’air par exemple), soit un environnement

liquide (eau de mer par exemple), soit un environnement de contraintes dans de tels milieux,
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soit méme en milieu biologique (bactéries se déposant dans les tuyeres industrielles -

chimique ou pétrochimique - ou d’extraction pétroliére) [34].
IIL.3.2. Les type de corrosion

La corrosion peut se développer suivant différents processus qui caractérisent chacun

un type de corrosion [35].

®  Corrosion chimique
11 s'agit d'une réaction purement chimique entre la surface d'un matériau et un gaz ou

un liquide non électrolyte. Par exemple, I'oxydation d’un acier ordinaire a haute température

par l'oxygeéne de l'air est une corrosion chimique [36].

s Corrosion biochimique
C’est l'attaque bactérienne des matériaux métalliques, en particulier dans les
canalisations enterrées ou posées sous les réservoirs de stockage, etc. En effet, le

métabolisme du développement de certaines bactéries provoque la formation d'acide

sulfurique qui attaque le métal [37].

= Corrosion électrochimique
C’est une réaction électrochimique entre la surface d'un matériau et un électrolyte.
Cette réaction est accompagnée de la formation des piles qui sont le sieége de circulation de

courant électrique. Par exemple des alliages de fer dans les milieux acide (chlorhydrique ou

sulfurique) [38].
II1.3.3. Inhibition de la corrosion

Pour lutter contre la corrosion, il ne suffit pas de choisir un matériau qui résiste bien
a un certain milieu. Alors il faut également, mettre en évidence des méthodes de protection
présentant de bonne inhibition avec faible cout et qui ne sont pas toxique. Parmi ces

méthodes, les inhibiteurs de corrosion sont les plus préconisés [39].

111.3.3.1. Définition

La définition d’un inhibiteur de corrosion n’est pas unique. Celle retenue par la
“National Association of Corrosion Engineers (NACE)” est la suivante : “un inhibiteur est
une substance qui retarde la corrosion lorsqu’elle est ajoutée a un environnement en faible

concentration ” [34].

17



Chapitre 111 Rappel sur les activités étudiées

IT1.3.4. Propriétés et classes des inhibiteurs
D’une maniére générale un inhibiteur doit :

e Abaisser la vitesse de corrosion d’un métal, sans en affecter les caractéristiques
physicochimiques, en particulier la résistance mécanique (par exemple, risque de

fragilisation par I’hydrogéne en milieu acide) :

 Etre stable en présence des autres constituants du milieu, en particulier vis-a-vis des

oxydants.
+ FEtre stable aux températures d’utilisation.
o Fitre efficace a faible concentration.

« FEtre compatible avec les normes de non-toxicité [40].
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Ce travail a été effectué au niveau du laboratoire de chimie a ’université Mohamed

Seddik Ben Yahia de Jijel. Il est consacré a I’étude phytochimique de Ranunculus repens L.
IV. Analyse et quantitative

IV.1. Récolte de la plante

Les parties aériennes de Ranunculus repens L, ont été récoltées au mois de mars 2019
de la région de Texenna (wilaya de Jijel, ’Est Algérie). Les parties aériennes ont été
nettoyées et séchées a température ambiante dans un endroit aéré a ’ombre pour mieux
conserver les molécules sensibles a la chaleur et a la lumiére. Elles ont été ensuite pesées,

broyées grossi¢rement et récupérées dans des sacs propres.
IV.2. Extraction des flavonoides de Ranunculus repens L

L’extraction des substances bioactives de Ranunculus repens L, est Réalisée selon le

protocole décrit par lebreto [8].

La poudre de matériel végétal (300g) est mise & macérer a température ambiante dans
un mélange éthanol/eau (70-30 v/v) pendant 24 heures, ce procédé est répétée 3 fois pour
épuiser le substrat de tous ses composants phénoliques. Le macérat est ensuite filtré sur coton
puis soumis a une évaporation a 38 °c en utilisant un évaporateur rotatif. Le résidu est repris

par 300 ml d’eau chaud et laissée a décanter a froid pour débarrasser les cires et les graisses.

L’extraction est poursuivie par passage dans trois solvants différents : chloroforme,
acétate d’éthyle et le n-butanol afin d’extraire les flavonoides en fractions aglycones, mono
glycosides et di et tri glycosides. Pour cela la phase aqueuse est épuisée par le chloroforme
solvant préférentiel des composants plus polaires. Aprés agitation et repos dans une ampoule
a décanter, deux phases sont obtenues, une phase organique et une phase aqueuse. Cette
derniére est subit a son tour trois extractions avec I’ acétate d’éthyle afin de récupérer certains
flavonoides aglycones et mono glycosides, puis par le n-butanol pour récupérer les
flavonoides di et tri glycosides. Les différentes fractions récoltées sont ensuite évaporer a

sec a 38°c dans I’évaporateur avec la pesé des extraits.
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Macération (3 % 24 h) de 300 gde
matériel végétal sec dans un mélange
éthanol / eau (70/30 : v/v)
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f___

Concentration
(Rotavapeur)

Le résidu (extrait brut)
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Figure 7 : Protocole d'extraction des flavonoides de RRL [8].
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IV.3. Rendement des extraits de Ranunculus repens L

Le rendement de chaque extrait a été déterminé selon la formule suivante :

R(%) = M / Mo x 100

e R :Rendement exprimé en %.
e M : Masse en gramme de I’extrait sec récupéré.

e Mo : Masse en gramme du matériel végétal sec.
IV.4. Tests phytochimiques
e Test des alcaloides

Dans des tubes a essai on introduit 15 ml d’extrait (aqueux, éthanolique) de chaque
poudre aux quels sont additionnés 2 ml de NH4OH 10% chaque solution est ensuite divisé
en deux des tubes a essai, quelque gouttes du réactif de Mayer sont ajouté a 1’un et des
gouttes du réactif de Wagner a I’autre. La formation d’un précipité blanc ou un trouble blanc

pour le premier réactif et brun pour le second indique la présence d’alcaloides [41].

e Test des saponines

Les saponosides sont caractérisés par un indice de mousse. Leur détection est réalisée
en ajoutant un peu d’eau a 2 ml de I’extrait (aqueux, Ethanolique) aprés I’agitation, le

mélange est reposé pendant 20 minutes, et la teneur en saponosides est évaluée [41].
Pas de mousse = test négatif, mousse moins de 1cm = test faiblement positif.
Mousse de 1-2 cm = test positif, mousse plus de 2 cm = test trés positif.

e Test des tanins

Pour confirmer la présence de tanins mise en évidence, en ajoutant a 1 ml de I’extrait

(aqueux, éthanolique) 1 ml d’eau et 2 gouttes de solution de FeCl3 (1%) diluée 10 fois.

L’apparition d’une coloration ou bien un précipité vert foncé ou bleu-vert indique la présence

des tanins [42].
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e Test des flavonoides

On verse 3 ml d’extrait (aqueux, éthanolique) de chaque sorte de poudre dans des tubes
a essai, on ajoute 1 ml d’ammoniaque dilué (10%), puis 1 ml d’acide concentré H2SOa4. Le

virage de la couleur vers le jaune indique la présence de flavonoides [43].

e Test des mucilages

On a introduit 1 ml de chaque extrait (aqueux, éthanolique) dans deux tubes a essai
respectivement on a ajouté 5 ml d’alcool absolu (¢éthanol absolu), attendre 10 min.

I’obtention d’un précipité floconneux par mélange, indique la présence de mucilages [44].

e Test des coumarines

3 ml d’hydroxyde de sodium (10%) est ajouté a I’extrait (aqueux, éthanolique) de
différentes parties de la plantes (feuilles, fleurs). La formation d’une couleur jaune indique

la présence de coumarines [45].

e Test des stérols et des terpenoides

Nous avons pris 1 ml de chaque extrait (aqueux, éthanolique) avec 1 ml d’acide
acétique glacial puis on a ajouté 2 ml d’acide sulfurique concentré de coté sans perturber la
solution. L’apparition d’un anneau violet a la jonction de deux couches indique la présence

de terpeénes. Une couche verte sur le haut de la solution indique la présence de terpénes [41].

e Test des glycosides cardiaque

0.5 ml d’extrait (aqueux, éthanolique) est dilué avec 5 ml d’eau distillé. On ajoute a
cette solution 2 ml d’acide acétique glacial contenant quelque goutte de chlorure de fer
FeCls, puis on verse 0.5 ml d’acide sulfurique concentré. L’apparence d’un anneau brun a

’interface indique la présence de glycosides cardiaque [46].

e Test des carbohydrates

On mit 2 ml d’extrait (aqueux, éthanolique) dans des tubes a essai avec 20 gouttes de
liqueur de Fehling (A et B). Les tubes sont ensuite chauffés pendant 15 3 30 minutes.
L’apparition d’un précipité de couleur rouge brique indique la présence de carbohydrates
[43].

22



Chapitre IV Matériels et méthodes

e Test des polyphénols

2 ml de chaque extrait (aqueux, éthanolique) est mélangé avec une goutte de la solution
alcoolique de chlorure ferrique a 1%. L apparition d’un précipité bleu-noiratre ou verte plus

ou moins foncée fut le signe de la présence de polyphénols [47].

e Recherche des acides organiques

Mettre quelques goutte de bleu de bromothymol dans un tube a essai contenant les
extraits (aqueux, éthanolique), si la couleur change au jaune canari, 1’extrait contient des

acides organiques [48].
IV.5. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les extraits de la plante étudiée, est effectué

selon la méthode de Folin Ciocalteu [49].

Le réactif utilis€ est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo1204) de couleur jaune. Le principe
de la méthode est basé sur I’oxydation des composés phénoliques par ce réactif, qui entraine
la formation d’un nouveau complexe d’oxydes métalliques de tungsténe et de molybdéne de
couleur bleu. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de

polyphénols présents dans les extraits végétaux [50].

Le protocole du dosage est effectué comme suit : 1 ml de réactif de Folin Ciocalteu
(dilué 10 fois) est ajouté a 200 ul de chaque extrait ou standard avec dilutions convenables.
Aprés 4 min d’incubation a température ambiante, 800l de Na;CO3 (75g/1) sont additionnés
au mélange. L’ensemble préalablement agité est incubé a I’abri de la lumiére pendant

2 heures. L’absorbance est ensuite lue & 765 nm par un spectrophotométre UV/visible.

La concentration des polyphénols totaux pour chaque échantillon est calculée a
partir  de I’équation de régression d’'une gamme d’étalonnage en milieu aqueux (0.718 a
50 pg/ml), établie avec I’acide gallique dans les mémes conditions opératoires que les
extraits. Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalents d’acide gallique par

milligramme d’extrait (mg EAG/mg d’extrait).
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IV.6. Dosage des flavonoides

La méthode au trichlorure d’aluminium [51]. Cette méthode utilisée pour quantifier les
flavonoides dans les différents extraits. 1ml de chaque échantillon ou du standard
(quercétine), dilués dans le méthanol, est ajouté a Iml de la solution d’AlCl; (2%
dans le méthanol). Aprés 30 min d’incubation, 1’absorbance est lue a 430 nm par un

spectrophotometre UV-visible (Uviline 9400).

Les concentrations des flavonoides sont déduites & partir d’'une gamme
d’étalonnage (1.562-100 pg/ml), établie avec la quercétine, et sont exprimés en

milligrammes équivalents de quercétine par milligramme d’extrait (mg EQ/mg d’extrait).
IV.7. Activité biologique

IV.7.1. Activité antioxydante

IV.7.1.1. Le test au DPPH

Pour étudier I’activité antioxydante des extraits, nous avons retenu la méthode qui
utilise le DPPH (diphényle picryl-hydrazyl) comme un radical libre, selon le protocole
décrit par Takao et al [52].

Principe

Cette méthode est basée sur la réduction d’un radical libre trés stable : le 2,2'-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) en présence d’un antioxydant donneur. Ce dernier est
réduit a la forme d’hydrazine (non radical) en acceptant un atome d’hydrogéne. La réduction
du radical libre (DPPH) par un antioxydant peut étre suivie par spectrophotométrie,
en mesurant la diminution de ’absorbance & 517 nm provoquée par la présence d’un

donneur d’hydrogéne [53].

N02 NO2
. antibxydant H
O,N N—N — 3 O,N N—N
NO, \© \Q

NO,

Figure 8 : Réduction du radical libre DPPH" [53].
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Mise en ceuvre pratique

La solution meére de I’extrait est préparée dans le méthanol & une concentration
de 100 pg/ml. Des dilutions sont réalisées de fagon a avoir des concentrations qui varient
entre 100 et 10 pg/ml. 50 pl de I’extrait en solution sont ajoutés a 1250 pL de solution au
DPPH (100uM). La lecture de I’absorbance est faite & 517 nm aprés 30 mn d’incubation
dans I’obscurité. Un blanc constitué de 50 pl de méthanol et 1250 pl de la solution au DPPH.

La vitamine C (acide ascorbique) est utilisée comme control positif [52].
Le pourcentage d’inhibition est donné par la formule suivante :

( Abs control—Abs échantillon )x100
Abs control

% Inhibition =

% Inhibition : Pourceﬁtage inhibition du radical DPPH.
Abs control : Absorbance du tube control.
Abs échantillon : Absorbance de 1’échantillon.

Il faut savoir aussi que I’IC50 est la concentration nécessaire pour éliminer 50% des

radicaux libres, c’est le paramétre utilisé pour mesurer I’activité de I’extrait & piéger le
radical libre [52].

1V.7.1.2. Pouvoir chélateur du fer (FRAP)

Le fer est un élément essentiel pour le bon fonctionnement physiologique, mais I’exces
de cet élément peut causer des dommages a la cellule. En raison de sa forte réactivité, le fer

est connu pour son grand réle pro-oxydant vis-a-vis de 1’oxydation des lipides [54].
Principe

Les substances ayant un potentiel de réduction, réagissent avec le ferricyanure
de potassium pour former le ferrocyanure de potassium, qui réagit a son tour avec le
chlorure ferrique pour donner lieu a un complexe qui a une absorption maximale a 700 nm
[55].

Mise en ceuvre pratique

Un volume €gal a 1ml de I'extrait & différentes concentrations (1, 0.5, 0.25, 0.125,
0.0625 mg/ml) est mélangé avec 2,5 ml d'une solution tampon phosphate (0,2 M ; pH = 6,6)

et 2,5 ml d'une solution de ferricyanure de potassium K3Fe(CN) ¢ a 1%. L'ensemble est
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incubé au bain-marie a 50°C pendant 30 min. Ensuite 2,5 ml d'acide trichloracétique (TCA)
a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction. Un aliquote (2,5 ml) de surnageant est combinée
avec 2,5 ml d'eau distillée et 0,5 ml d'une solution aqueuse de FeCls a 0,1%. La lecture des
absorbances se fait contre un blanc a 700 nm a I’aide d’un spectrophotométre. Le controle
positif est représenté par un standard d'un antioxydant ; I'acide ascorbique dont I'absorbance
a été mesuré dans les mémes concentrations choisies et dans les mémes conditions

expérimentales [56].

1V.7.1.3. Le test 2 PABTS
Principe

Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique
ABTS™ de coloration vert bleu en le transformant en ABTS incolore. Le radical

préformé ABTS™ est généré en présence des ions persulfates.
ABTS + lons persulfates — ABTS™

En présence d’un antioxydant, le passage du radical ABTS™ a la forme non radicalaire
s’accompagne de la disparition de la coloration vert bleu intense qui peut étre suivie par

la mesure de la densité optique a une longueur d’onde de 734 nm [57].
Mise en ceuvre pratique

Le potentiel antioxydant radicalaire des dérivés de benzothiadiazine a ét€é mesuré en
utilisant le test de décoloration par cation radicalaire ABTS comme décrit par Re et al [58].
Avec des modifications mineures. Le radical cation ABTS ° " a été produit par la réaction
entre ABTS (7 mM) dans I’eau et (2,45 mM) de persulfate de potassium (1: 1), conservée
dans I’obscurité a la température ambiante pendant 12 & 16 h avant utilisation. La solution
ABTS "7 a ensuite été diluée avec de I'éthanol pour obtenir une absorbance de 0,700 a 734
nm. Apres addition de 100 pl d'échantillon ou (acide ascorbique comme contrdle positif) &
différentes concentrations jusqu'a 900 pl de solution ABTS °* diluée, I'absorbance a été
mesurée apres 10 min d'incubation & température ambiante (20 + 2 ° C). La capacité a piéger

le radical ABTS " " a été calculée a l'aide de 1'équation suivante :

Activité de piégeage de radical ABTS (%) = [1 - (Absorbance de I'échantillon a 734 nm /
Absorbance du contréle a 734 nm)] x100.
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1V.7.2. Activité antibactérienne

Ce test est réalisé au niveau du laboratoire de Pharmacologie et de Phytochimie a
université de Jijel. Nous avons choisi DMSO comme un solvant par ce qu’il ne posséde pas
une activité antimicrobien, aussi nous avons utilisé la méthode de diffusion en milieu gélosé

pour tester la sensibilité des souches bactériennes [59].
1V.7.2.1. Souches bactériennes utilisées
Trois souches bactériennes ont été utilisées :

e Staphylococcus aureus. ATCC43300.
e [Escherichia coli. ACTCC25922.
o Pseudomonas aeruginos. ATCC27853.

1V.7.2.2. Méthode utilisée
Repiquage des souches bactériennes

Les souches bactériennes a tester ont été repiquée par la méthode des stries dans des
boites de pétri contenant de la gélose nutritive, puis incubées pendant 24 h a 37°C afin

d’obtenir des colonies isolées.
Préparation de ’inoculum

Des colonies bien séparées des souches bactériennes étudiées ont été prélevées a I’aide
de I’anse de platine est homogénéisées dans 9 ml d’eau distillé stérile afin d’avoir une densité

cellulaire initiale ou une turbidité voisine a celle de 0.5 McFarland.
Préparation des milieux de culture

La gélose mueller hinton est coulée est repartie dans des boites de pétri stérile de 9 cm
de diamétre. Ces derniéres sont séchées pendant 30 min & température ambiante avant de

leur emploi.
Préparation des puits

Des puits sont chargés de I’extrait a tester 25ul, et imprégnés de DMSO sont également

utilisé qui vent server de témoin négative.
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Ensemencement

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage en stries serrées. En tournant la boite
d’environnant 60 °C, I’ensemencement s’effectue de telle sorte a assurer une distribution

homogene des bactéries sur les boites.

A T’aide d’une pince stérile, les disques de papier filtre contenant le produit a tester

sont déposer a la surface de la gélose inoculée au préalable.

L’activité antibactérienne est déterminée en termes de diamétre de la zone d’inhibition

produite autour des disques apres 24 h d’incubation a 37°C.

L’échelle d’estimation de I’activité antibactérienne a classé le diamétre des zones

d’inhibitions D de la croissance bactérienne comme suit :
Non sensible (-) : D <8 mm.

Sensible (+) : 9 <D < 14 mm.

Trés Sensible (++) : 15<D <19 mm.

Excrément sensible (+++) : D <20 mm.

IV.7.3. Autre activité (Activité anticorrosive)
1V.7.3.1. Etude d’activité inhibitrice

L’objectif de notre travail est d’examiner le pouvoir inhibiteur de la corrosion des

extraits dans un milieu acide.

Matériau
Le matériau testé dans cette étude est un acier 316 L, dont la composition chimique est
donnée dans le tableau 3 [60].
Tableau 3 : composition atomique de I’acier inoxydable 316L [60].
Composition (%) Fe Cr Ni Mo Si C
Acier Inox 69.01 19.49 8.94 1.35 1.2 0.55

Ce dernier a été découpé en plaque de dimension 1cm x 1 cm. Chaque plaque subit un

polissage de la surface au papier abrasif de granulométrie de plus en plus fine :
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2000/1200/1000/400, et avant d’étre trempée dans la solution corrosive, elle est rincée a
I’eau distillé, dégraissé dans I’acétone et enfin séchée a ’air pulsé.
Milieu corrosif

Le milieu corrosif est une solution acide (1M), préparé par dilution avec I’eau distillé
d’une solution d’acide chlorhydrique concentrée de masse molaire 36.46 g/mol, de densité

1.19 et de pourcentage massique 38%.
Dispositif

L’étude électrochimique a été réalisée a I’aide d’un potentiostat de type solartron 1260
relié & un micro-ordinateur (avec un logiciel CorrWare) permettant de déterminer les
paramétres électrochimique. Toutes les expériences ont été effectuées dans Une cellule en
verre Pyrex 4 double paroi d’une capacité de 100 ml, avant chaque expérience la cellule a
été nettoyée avec 1’éthanol, rincée a I’eau distillée et puis séchée sous air. Cette cellule

comporte trois électrodes :
e Une contre électrode (électrode auxiliaire) (CE)

En platine de 1 mm de diamétre maintenue en paralléle avec 1’électrode de travail

utilisée pour assurer le passage du courant.
e Une électrode de référence

Toutes les valeurs de potentiel sont mesurées par rapport a une €lectrode au calomel

saturée Hg/Hg,Clo/KClI (ECS).

e Une électrode de travail (ET)

L’électrode de travail subit, avant chaque manipulation, un prétraitement qui consiste
en un polissage de la surface de I’électrode au papier abrasif de granulométrie de 400 a 2000

suivi d’un ringage a I’eau distillée dans I’éthanol dans I’ultrason et séchés avant utilisation.
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Figure 9 : Appareillage électrochimique utilisé (potentiostat).

Préparation de polarisation (intensité-potentiel)

La solution agressive qui constitue le milieu d’étude est une solution d’acide
chlorhydrique 1M, cette solution a été choisie comme solution agressive a cause de ses

capacités d’attaques élevées et ses propriétés de dissolution des inhibiteurs synthétisés.

Dans le but d’examiner I’influence de la concentration, les inhibiteurs sont ajoutés sous

différentes concentrations.

Le tableau suivant regroupe nos extraits testés, avec une gamme de concentration de 100 a

500 ppm.

Tableau 4 : Les extraits testés.

Phase 1 n-butanol
Phase 2 Acétate d’éthyle

Les courbes de polarisation (intensité- potentiel)

Cette méthode permet de déterminer d'une fagon précise les parametres électrochimiques
d'un métal au contact d'un électrolyte a savoir : la vitesse instantanée de corrosion (Icorr), le
potentiel de corrosion (Ecorr), les pentes de Taffel, la résistance de polarisation (Rp), les

courants limitent de diffusion [61].
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Nous intéressons sur un paramétre (Icorr), pour calculer I’efficacité inhibitrice de nos

extraits a partir 1’équation suivante :

(Iblanc — I inhi)
%) =
n(%) T x 100

n(%) : L’efficacité inhibitrice.

Leorr, Leorr iy : La densité de courant de corrosion en absence et en présent de I’inhibiteur [62].
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Figure 10 : Les paramétres électrochimiques a partir des droites de Taffel [61].
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Chapitre V

V.1. Analyse quantitatives

V.1.1. Rendement des extraits de (RRL)

Résultats et interprétation

La masse en gramme du matériel végétal 4 traiter (m= 300g). Les résultats sont

représentés dans le tableau suivant :

Tableau 5 : Résultats obtenus pour chaque extrait.

Extrait Masse (g) Rendement (%) Aspect Couleurs
Chloroforme 3.001 1 Péate Vert foncé
Acétate d’éthyle 5.107 1.70 Pate Vert foncé
n-butanol 9.540 3.18 Péte marron foncé

L’isolement des métabolites majoritaires de Ranunculus repens L par la méthode

d’affrontement par les solvants organiques a partir des parties aériennes, montre que I’extrait
butanolique représente un rendement plus élevé (3.18%), suivi de I’extrait acétate d’éthyle

(1.70%), et enfin I’extrait chloroformée avec un rendement plus faible (1%) (figure 11). 11

est difficile de comparer nos résultats avec ceux de la littérature, le rendement n’est que

relatif et dépend de la méthode et des conditions dans lesquelles ’extraction a été effectuée.
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Figurell : Rendement des polyphénols pour chaque extrait.
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V.1.2. Test phytochimique

Ce sont des tests qualitatifs qui ont été effectués pour la plante RRL, et qui nous
renseigne sur la composition chimique de deux phases (aqueuse et éthanolique) de la partie

acrienne de la plante. Les résultats obtenues sont représentés dans le tableau si aprés.

Tableau 6 : Résultats des tests phytochimiques.

Classe de compose Phase aqueuse Phase éthanolique
Alcaloide Wagner - Wagner -
Mayer - Mayer -
Tanin ++ +
Flavonoide P ++
Mucilage - -
Coumarine - -
Terpenoides + +
Polyphénol + +
Glucoside cardiaque - -
Carbohydrate + o+
Acide organique - -
Saponine - “

Significations des symboles : « + » : Présence faible ; « + + » : Présence modérée ;
«-» : Absence.

Les résultats de caractérisation des groupes chimiques présents dans les deux
phase de la plante RRL , ont mis en évidence la présence des polyphénols, des tanins,

flavonoide, des terpenoides et des carbohydrate.
V.1.3 Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols sont des molécules bioactives trés recherchées parce qu’elles sont
réputées pour leurs excellentes propriétés antioxydante et antimicrobiennes. Pour ces
raisons, un dosage de ces composés a été effectué pour les trois extraits. Par la méthode
spectrophotométrique au réactif de Folin-Ciocalteu. En utilisant I’équation de la régression

linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de I’acide gallique.

La gamme de concentrations d’acide gallique utilisée pour le dosage des polyphénols

et les absorbances respectives mesurées a 765 nm sont représentés dans le tableau 7.
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Tableau 7 : Absorbances adapté avec la gamme de concentration d’acide gallique.

Acide gallique (ng/ml) Absorbance

0.781 0.035

1.562 0.047

3.125 0.117

6.25 0.305

12.5 0.658

25 1.268

50 2.783
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3 R square | 0.9984
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Figure 12 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Les teneurs obtenues sont exprimées en mg équivalent d’acide gallique par mg
d’extrait (mg EAG/ mg d’extrait). Les résultats de dosage des polyphénols révélent que les
extraits, acétate d’éthyle et n-butanol contiennent respectivement 0.730et 0.518 mg
équivalent d’acide gallique/mg d’extrait. Par contre ’extrait chloroformée contient 0.140 mg
équivalent d’acide gallique/ mg d’extrait. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure
13
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Figure 13 : Teneur en polyphénol des extraits.
V.1.4. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode au trichlorure d’aluminium

(AICI) et les résultats obtenus sont représentés dans le tableau suivant.

Tableau 8 : Absorbances adapté avec la gamme de concentration de la quercétine.

Quercétine (pg/ml) Absorbance
1.562 0.014
3.125 0.017
6.25 0.047

12.5 0.103
25 0.205
50 0.425
100 0.792

La quantification des flavonoides a été déterminée en fonction d’une courbe
d’étalonnage linéaire (I’équation de la régression linéaire), réalisée a partir d’une solution

étalon de quercétine a différentes concentrations.
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1.0 Y = 0.008017*X + 0.001731
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Figurel4 : Courbe d’étalonnage de de la quercétine.

Le calcul de la teneur en flavonoides dans le différent extrait est donc exprimé en mg

EQ/mg d’extrait.

Ce qui concerne le teneur en flavonoides de nos extraits on remarque que I’extrait
acétate d’éthyle est plus riche en flavonoides 5.980 mg EQ/mg d’extrait, suivi par I’extrait
butanolique 3.209 mg EQ/mg d’extrait, et enfin [’extrait chloroformée avec une teneur

0.996 mg EQ/mg d’extrait.

N w

[

En (mg EAG/ mg d’extrait)

Acétate d'éthyle n-butanol Chloroforme

Figure 15 : Teneur en Flavonoides des extraits.
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V.2. Activités biologiques
V.2.1. Activité antioxydante
V.2.1.1. Piégeage du radical DPPH’

Le radical libre DPPH’ a permis I’estimation de I’activité antioxydante des composés
isolés et identifiés. C’est un radical synthétique de couleur violette qui vire vers le jaune
quand il est capté par les composés antioxydants testés. L’intensité de la couleur jaune refléte

la capacité antiradicalaire de la molécule testée.

Les figures 16, 17,18, et 19 illustrent ’efficacité des extraits, chloroformée, acétate
d’¢éthyle, butanolique a piéger le radical DPPH'. D’aprés les résultats obtenues, 1’évolution
de Pactivité antiradicalaire est dose-dépendante, car elle augmente avec 1’augmentation des

concentrations des extraits dans le milieu réactionnel.

160
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Figure 16 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH" en fonction des différentes
concentrations de ’acide ascorbique.

60=

C (mg/ml)

Figure 17 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH" en fonction des différentes
concentrations de I’extrait chloroformiques.
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Figure 18 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH" en fonction des différentes
concentrations acétate d’éthyle.
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Figure 19 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH’ en fonction des différentes
concentrations butanolique.

La valeur d’ICso de chaque phase est représentée dans tableau 9.

Tableau 9 : Les déférentes phases avec les valeurs d’ICso (DPPH").

La phase ICs0 (mg/ml)
Acide ascorbique 0.0158
Acétate d’éthyle 0.0253
n-butanol 0.0410
Chloroforme 0.0981

Le premier constat extrait de ces figures est que le pourcentage d’inhibition du radical

DPPH' augmente avec I’augmentation de la concentration des extraits de la plante étudide.

A travers les résultats obtenus, on a déduit que nos extraits ont exercé une bonne

activité vis-a-vis du radical DPPH'. Ce constat s’est confirmé par les valeurs d’ICso car
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on a enregistré 0.0253 mg/ml pour I’extrait acétate d’éthyle suivi par celle de n-butanol
avec ICso de I’ordre 0.0410 mg/ml et enfin I’extrait chloroformée avec ICso de ’ordre 0.0981
mg/ml.

A savoir que I'ICso déterminé de notre référence (acide ascorbique) est de 1’ordre
0.0158 mg/ml. Nous avons vu que I’ICso de ’extrait d’acétate d’éthyle est trés proche a ICso

de référence que les deux autres extraits.
V.2.1.2. Pouvoir chélateur du fer (FRAP)

Une autre étude est faite sur le pouvoir chélateur du fer des trois extraits de la partie
ariénne de RRL.

Les résultats obtenus montrent que le pouvoir réducteur de différent extrait augmente
en fonction de la concentration. Les résultats obtenus lors du test au FRAP sont représentés

dans la figure 20.

| Equation | Y = 0.0004805*X - 0.02579 |
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Figure 20 : Effet des extraits de RRL sur la réduction du fer (FRAP).
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(A) : Extraits butanolique. (B) : Extraits chloroformique.
(C) : référence (acide ascorbique). (D) : Extrait d’acétate d’éthyle.
La valeur ICso de chaque phase a été calculée et les résultats traduits dans le tableau suivant.

Tableau 10 : Les déférentes phases avec les valeurs d’ICso (FRAP).

La phase ICs0 (mg/ml)
Acide ascorbique 0.0470
Acétate d’éthyle 0,1251
n-butanol 0.4918
Chloroforme 10.5437

Les figures suivantes montrent que DPextrait acétate d’éthyle donne un pouvoir
réducteur important avec ICso de "ordre de 0,1251 mg/ml contre 0.0470 mg/ml pour la
référence. Par contre les extrait, butanolique et chloroformique donnent un faible pouvoir

réducteur avec 0.4918 et 0.5437 mg/ml respectivement.
V.2.1.3. Inhibition de radical ABTS*

Les résultats obtenus dans la figure 21 montrent que I’inhibition de radical ABTS*

augmente en fonction de concentration.
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Figure 21 : Inhibition de radical libre ABTS* en fonction des concentrations.
(A) ; Référence (acide ascorbique). (B) ; Extraits butanolique.
(C) ; Extrait chloroformique. (D) ; Extrait d’acétate d’éthyle.
Les valeurs ICso des phases et d’acide ascorbique, sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 11 : Les déférentes phases avec les valeurs d’1Cso (ABTS™).

La phase ICs0 (mg/ml)
Acide ascorbique 0.0181
Acétate d’éthyle 0.0479
n-butanol 0.0473
Chloroforme 0.0509

Les résultats d’évaluation de I’activité antioxydante par le test d’inhibition de
radical ABTS" montre que I’extrait butanolique et I’extrait acétate d’éthyle , ont des valeurs
d’ICso de I’ordre de 0.0473 et 0.0479 mg/ml respectivement.

L’activité antioxydante de ’extrait chloroformique est faible par rapport a celle de

référence.

41



Chapitre V Résultats et interprétation

V.2.2. Activité antibactérienne

Le test de sensibilité des bactéries aux différentes fractions des extraits est réalisé in

vitro par la méthode de diffusion en milieu gélosé.

Pour évaluer le potentiel antibactérien de nos extrait, nous avons préféré de les tester contre
trois souche bactériennes. Le diamétre de zone d’inhibition des 3 extraits vis-a-vis des

souches bactériennes testées sont représentés dans le tableau et les figures ci-dessous.

Tableau 12 : Diamétre de zone d’inhibition des trois phases vis-a-vis des souches

bactériennes testées en différentes concentrations.

Diamétre des zones inhibition (mm)
Staphylococcus Escherichia Pseudomonas
aureus.ATCC43300 | coli. ACTCC25922 aeruginos.
ATCC27853
C (mg/ml) La phase acétate d’éthyle
0.0625 0() 0(¢-) 00
0.125 0(-) 00 0(-)
0.25 0() 0() 0()
0.5 0(-) 0() 0()
1 0(-) 0(-) 0(-)
0() 0() 0()
4 21 mm (+++) 0() 0()
La phase butanolique
0.0625 0(-) 0(-) 0(-)
0.125 0() 0() 0(-)
0.25 0() 0() 00
0.5 0() 0() 0()
1 0(-) 0(-) 0(-)
2 0(-) 0(-) 0(-)
4 15 mm (++) 0(-) 0()
La phase chloroformique
0.0625 0(-) 0(-) 0()
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0.125 0(-) 0(-) 0¢-)

0.25 0(-) 0() 0()
0.5 0(-) 0(-) 0(-)
1 0(-) 0(-) 0()
0(-) 0() 0()

4 6.25 (- 0(-) 00

i
.

Figure 22 : Effet de trois extraits sur la souche Staphylococcus aureus (ATCC43300) a

concentration 4mg/ml.

La référence utilisé c’est un antibiotique (ciprofloxacine) & concentration d’ordre 0.05

mg/ml. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 13 et les figures ci-dessous.

Tableau 13 : Effet d’antibiotique (ciproflaxine) sur les trois souches bactériennes.

Staphylococcus Escherichia coli Pseudomonas
Les souches aureus ATCC43300 ACTCC25922 aeruginos. ATCC27853
Ciprofloxacine 37 mm (+++) 25 mm (+++) 31 mm (+++)
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i

Figure 23 : Effets d’antibiotique sur les trois souches bactériennes.

Les résultats obtenus montrent que I’extrait acétate d’éthyle et 1’extrait butanolique
possédent une bonne activité inhibitrice contre Staphylococcus aureus a la concentration 4
mg/ml, avec une zone d’inhibition de 21 mm et 15 mm respectivement. Par contre aucune

activité remarquée pour I’extrait chloroformée.
IV.2.3. Autre activité

V.2.3.1. Activité anticorrosive

La mesure de perte de masse

Cette opération a été faite par immersion des coupons de I’acier 316 L dont la surface
de 1 cm?, préalablement polies avec le papier abrasif de granulométrie, et lavées avec de
I’eau et de I’acétone dans le milieu corrosif dans lequel a été additionnée I’inhibiteur a

différentes concentration, I’immersion durera 72 h pour chaque opération.

L’efficacité inhibitrice a été calculée en absence et en présence d’inhibiteur selon

I’expression suivante :

EI (%) = (Wo— Wi/Wo) x100
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Wy : la perte de la masse en absence de I’inhibiteur.
Wi : la perte de la masse en présence de I’inhibiteur.
Les résultats du test sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau 14 : L efficacité inhibitrice avec I’absence et la présence des inhibiteurs (les deux

phases).
C inhibiteur €N PpM La perte de la masse (/cm2) EL (%)
La phase butanolique
0 0.006 7
100 0.0003 95
200 0.0008 86.66
300 0.0010 83.33
400 0.0015 73
500 0.0019 68.33
La phase acétate d’éthyle
100 0.0011 31.66
200 0.0004 93.33
300 0.0007 88.33
400 0.0015 75
500 0.0019 68.33
100+
0 e~ n-but
= = Acétate
_EE— 80
70
L —

0 200 400 600
C (ppm)

Figure 24 : L’efficacité inhibitrice a différentes concentration des inhibiteurs (extrait
acétate d’éthyle et I’extrait butanolique).
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D’aprés les résultats de cette méthode on peut constater que la concentration de
Pinhibiteur (phase acétate d’éthyle et phase butanolique) joue un réle primordial pour

I’évolution de I’efficacité inhibitrice.

On a noté une efficacité meilleure & 100 ppm de [’ordre de 95% pour la phase
butanolique aussi, 4 200 ppm une efficacité remarquable de I’ordre de 93.33% pour la phase
acétate d’éthyle.

La polarisation potentiodynamique

Les mesures électrochimiques sont réalisées a 1’aide d’un montage constituant
d’un Potentiostat Solartron 1260 avec un logiciel CorrWare. Le potentiel appliqué a
I’échantillon varie de -0.6 mV a 0.8 mV. Le tableau ci-dessous regroupe les résultats

obtenus.

Tableau 15 :Les paramétres de la polarisation potentiodynamique avec I’absence et

la présence des inhibiteurs.

Concentration (ppm) -Ecorr (mV) Icorr (mA.cm2) n (%)
La phase butanolique
0 0,2523 0,00165 /
100 0,3352 0,000043279 97,377
200 0,3323 0,000062845 96,1912
300 0,3461 0,0001227 92,5636
400 0,3476 0,00013391 91,8842
500 0,3635 0,00013833 91,6164
La phase acétate d’éthyle

100 0,3202 0,00006744 95,9127
200 0,3288 0,000047139 97,143114
300 0,3237 0,00005901 96,4236
400 0,3213 0,00006894 95,8218
500 0,2299 0,000083307 94,9511
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Les courbes de polarisation obtenues pour P’acier 316 L avec les deux phases a

différentes concentrations, sont présentées dans les figures suivantes.

10° E
10" E
102 E
E10°kL
O =
) E
a. »
E -
$ 10 =
e E —— blanc HCl.cor
- — n-but 100ppm.cor
I —— n-but 200ppm.cor
105 —— n-but 300ppm.cor
= n-but 400ppm.cor
F ~— n-but 500ppm.cor
10 =
10-7 i 1 | 1 1 | L
-1,0 -0,5 (0] 0,5 1,0

E (Volts)
Figure 25 : Les courbes de la polarisation potentiodynamique de I’acier 316 L de la phase

butanolique a différentes concentrations.
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Figure 26 : Les courbes de la polarisation potentiodynamique de I’acier 316 L de la phase

acétate d’éthyle a différentes concentrations.
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D’apres les résultats obtenus dans le tableau 15. On constatons que nos inhibiteurs

présents des résultats trés encourageants pour les deux phases.
D’apres ces résultats, nous pouvons déduire que :

L’ajout de I’extrait acétate d’éthyle au milieu corrosif provoque une diminution

d’Icorr, et nous donne une efficacité 97.14% a 200 ppm.

Aussi L’ajout de I’extrait butanolique au milieu corrosif provoque une diminution de

la densité du courant de corrosion, et donne une meilleure efficacité 97,377% a 100 ppm.

Pour les deux phases on a enregistré une diminution de la densité de courant de

corrosion (500 a 100 ppm) donc une augmentation de I’efficacité inhibitrice.
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La source principale des flavonoides que nous avons utilisée dans notre travail a été la
plante Ranunculus repens L de la région de Texenna (Jijel). Les analyses qualitatives et
quantitatives effectuées, ont permet d’avoir une idée sur la nature de ses principes actifs
responsables de I’activité biologique. Il s’agit des composés phénoliques, en particulier les
flavonoides. On addition a ces composés la plante RRL contient aussi des terpenoides et des
tanins. De plus les analyses quantitatives réalisés, dosage des polyphénols ainsi que le dosage
des flavonoides montrent que les différents extraits de RRL sont riches en flavonoides et en
polyphénols. Nos résultats sont en accord avec les travaux de Dr Kebieche [8]. Réalisés sur
RRL de larégion de Chekfa (Jijel), indiquant qu’elle est contient une quantité trés importante

en polyphénols et en flavonoides.

Dans notre travail, nous nous sommes intéressé a étudier le rble potentiel
antiradicalaire de nos extraits en adaptant la méthode ou DPPH'. Nos résultats ont montré
que I’extrait acétate d’éthyle présent un effet antiradicalaire trés puissant sur ce radical, avec
ICs025.3 pg/ml, contre 15.8 ng/ml de I’acide ascorbique I’antioxydant de référence. Aussi
nous avons noté que l’extrait butanolique et chloroformée présentent une capacité
antiradicalaire moyenne par rapport a I’extrait acétate d’éthyle, avec ICs041.0 pg/ml et 98.1

pg/ml respectivement.

La capacité de réduction du fer (FRAP) est I'une des méthodes utilisées pour la
détermination de I’activité antioxydante. Les résultats obtenus montrent que I’extrait acétate
d’éthyle présent une meilleure activité réductrice du fer avec ICso de I’ordre 125.1 pg/ml

contre 47 pg/ml pour la référence.

Pour la méthode d’ABTS, la valeur ICso de I’extrait acétate d’éthyle et ’extrait
butanolique est égale 47.9 ng/ml, 47.3 pg/ml contre 18,1 pg/ml de I’acide ascorbique.

L’activité antibactérienne des extraits de RRL sur les souches tester, pourrait
s’expliquer par la présence de différents constituants phénoliques, notamment les
flavonoides. Dans notre étude réalisée sur trois souches bactériennes, nous avons trouvé une
activité inhibitrice contre staphylococcus aureus pour ’extraits acétate d’éthyle, et I’extrait
butanolique, avec une zone d’inhibition de 21 mm, 15 mm, respectivement. Par contre,
aucune activité enregistrée pour I’extrait chloroformée. Aussi aucune activité enregistrée

pour les trois extraits sur les autres souches.
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Ces résultats sont en accord avec les travaux de Kaya [62]. Réalisés sur R. marginatus
et R. sprunerianus montrent que les différents extraits de ces plantes présentent une activité

contre staphylococcus aureus.

Aussi notre résultats sont en accord avec les travaux de Ahlem et all [63], réalisé sur
R. arvenisisz L. montrent que les différents extraits de ces plantes présentent une activité

contre staphylococcus aureus.

Les résultats obtenus ont confirmé l'existence de composés antimicrobiens dans
Pextraits d’acétate d’éthyle et I’extrait butanolique , et ont validé l'utilisation de ces plantes

en médecine traditionnelle contre les maladies infectieuses.

[’évaluation du pouvoir inhibiteur de corrosion de I’extrait acétate d’éthyle et
Iextraits butanolique de RRL, a été réalisée en utilisant deux différentes méthodes : La perte
de la masse et la polarisation potentiodynamique. L’ajout de I’extrait Acétate d’éthyle ou
I’extrait butanolique au milieu corrosif provoque une diminution de densité de courant de

corrosion, a cause de la variation de la composition chimique de RRL.
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Conclusion

Actuellement, le concept d’une thérapie a I’aide d’antioxydant naturel représente un
but thérapeutique important et est d’intérét scientifique et public. Parmi les antioxydants
naturels les plus étudiés on cite les flavonoides de Ranunculus repens L. ces derniers sont
considérés comme un outil pharmaceutique important pour prévenir la pathologie associée

aux radicale libre.

La premiére partie de ce travail a été consacrée a I’étude phytochimique de RRL, les
résultats obtenus montrent que les extraits de RRL présentent un taux important en

polyphénols et en flavonoides.

Dans la deuxiéme partie, nous nous sommes intéressés plus précisément a étudier
I’effet antiradicalaire par trois méthodes (DPPH, FRAP, ABTS) ainsi que D’activité

antibactérienne et anticorrosive de RRL. Les résultats obtenus montrent clairement que :

- L’extrait d’acétate d’éthyle et I’extrait butanolique, présentent un effet antiradicalaire
trés puissant.
- D’extrait d’acétate d’éthyle et I’ extrait butanolique, possédent une activité inhibitrice

contre Staphylococcus aureus.

En fin nous avons examiné dans ce travail, I’inhibition de la corrosion d'un acier Inox
316 L en milieu acide en présence de I’extrait acétate d’éthyle et ’extrait butanolique.
L'efficacité inhibitrice atteint la valeur maximale, 97.33 % pour une concentration 100 ppm
(1a phase butanolique), et 97.14% pour une concentration 200 ppm (la phase acétate d’éthyle)

a température ambiante.

Ces résultats sont avantageux, ils ouvrent une piste dans la compréhension du role joué par
les flavonoides. Cependant, cela nécessite des travaux complémentaires, dans ce cadre nous

proposons :

- Poursuivre I’étude chimique de la plante afin d’identifier les composées responsable
de ces activités.
- Tester I’effet antioxydant des flavonoides de RRL in vivo.

- Etudier I’effet de persistance sur I’acier et étendre 1’étude sur d’autres matériaux.
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RESUME

Dans notre recherche sur les composés antioxydants naturels, antibactérienne, et anticorrosion, notre étude a
été axée sur ’activité biologique des flavonoides de Ranunculus repens L, en déterminant leur efficacité contre
les radicaux libres, la croissance bactérienne et la corrosion. Le dosage de trois extraits de RRL : acétate
d’éthyle, n-butanol et chloroforme, la teneur des flavonoides et de polyphénols totaux. Les résultats obtenus
montrent que Pextrait acétate d’éthyle contient la quantité la plus élevées en flavonoides et en polyphénols
5.98046 mg EQ/mg d’extrait et de 0.73002 mg EAG/mg d’extrait respectivement. Aussi, notre étude effectue
sur les souches bactériennes Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa, a montré
Peffet antibactérien de deux extraits sur la souche Staphylococcus aureus. Ces extraits n’ont montré aucune
activité contre I'Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa. Les trois extraits montrent un effet antioxydant
et antiradicalaire trés important, aussi une activit¢ anticorrosive importante (I’ajout de ’extrait d’acétate
d’éthyle ou butanolique au un milieu corrosive provoque une diminution de la densité du courant de corrosion.
Mots clés : Antioxydants, antibactérienne, corrosion, flavonoides, polyphénols, radicaux libres.

ABSTRACT

In our research on natural antioxidant compounds, anti-bacterial and anti-corrosion activity, our study was
centered on the biological activity of Ranunculus ripens L flavonoids, while determining their effectiveness
against free radicals, bacterial growth and corrosion. The dosing of three extracts of RRL: ethyl acetate, n-
butanol and chloroform us enabled to identify the content of flavonoids and total polyphenols. The results
obtained show that the ethyl acetate extract contains the highest amount of flavonoids and polyphenois 5.980
mg E Q /mg extract and 0.730 mg EAG /mg extract respectively. In addition, our study performed on the
bacterial strains Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa, showed the
antibacterial effect of two extracts on the strain Staphylococcus aureus. These extracts showed no activity
against Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa. The three extracts show a very important antioxidant
and antiradical effect a significant anticorrosive activity (the addition of the ethyl acetate or butanol extract to
a corrosive medium causes a decrease in the density of the corrosion current,

Key words: antioxidant, antibacterial, corrosion, flavonoids, polyphenols, free radicals.
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