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Introduction

De tous les temps, les plantes ont occupd une place prepond6rante dans la vie de

I'homme. Toutes les civilisations connues ont utilisd les plantes soit sauvages soit

cultivdes pour se nounir, se ddfendre, se v6tir ou se soigner. Ces utilisations se sont

diversifides au fil des temps pour s'adapter aux besoins. Les plantes medicinales ont connu

les m0mes modifications. Elles sont employdes parfois de fagon s6lective grdce d la

tradition. Au fil des sidcles, une premidre distinction a pu 6tre faite entre plantes comestibles

et toxiques. Les connaissances empiriques accumuldes ont permis aux diff6rentes

civilisations de prendre les plantes oornme souroe essentielle de mddicaments. Jusqu'au

d6but du 20h" siecle, presque tous les mddicaments dtaient d base de plantes [].

De nos jours, et surtout dans les pays du tiers monde, la phytothdrapie occupe

encore une place importante. La flore de ces pays reste assurdment riche et prometteuse,

tant dans la perspective de ddcouvrir de nouvelles espdces botaniques que de trouver de

nouvelles molecules ayant une activitd thdrapeutique, pow la mise au point de nouveaux

m6dicaments. Quelles que soient les parties et les formes sous lesquelles elles sont utilisees,

les plantes sont exff€mement riches, elles contiennent de structures chimiques complexes.

Le mdtabolisme des plantes contient de milliers de diff6rents constituants dont I'effet

th6rapeutique n'est dvidemme,nt pas li6 i tous les composds, de m6me pour ce qui est

d'effet nocif ou toxique [2J.

L'Alg6rie est consid6ree parrri les pays connus pour leur diversitd taxonomique vu sa

position biogeographique privildgiie et son itendu enfie la Meditenan6e et I'Afrique

sub-saharienne. La flore algdrienne est potentiellement riche, beaucoup d'especes

enddmiques peuvent y etre. Nous partageons avec les mdditerraneens et les pays du Sahel

un large 6ventail de composds et d'6l6ments phytochimiques d'un int6rCt grandissant d'oir

la ndcessitd et I'importance de ce travail de recherche. Ce brassage d'espdces constitue

pour notne pays une vdritable richesse qui doit 6tne pr6servee et g6ree rationnellement

€t durable,ment dans le but de maintenir les equilibres dcologiques ddjn fragiles et de

conserver note diversit6 biologique[ l].

Nofre dtude portde sur l'extraction et le dosage des polyphdnols et des flavonoides,

puis I'ifude de,s activites antimicrobienne, antioxydante, anticorrosive d'une plante

appartenant i la famille Ranunculaceae, prisentees par Ranunculus repensL.

Ce travail est divisd en deux partie une partie bibliographique et d'autre exp6rimentale,

la partie bibliographique comprend quatre partie :
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r Etude botanique Rarumculus repensL.

o Les compos6s phdnoliques.

o Rappels sur les activitds dtudiees.

La pafiie expdrimentale est consacrde d l'6tude de la composition chimique et les

activitds (antioxydante, antimicrobienne, anticorrosive), des mdtabolites secondaire.

Cette partie est devisee en deux la prdsentation du matdriel et des mdthodes utilisdes,

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

I.1. Historique

Il semble y avoir peu de doute que Ranunculus repens L au canada a 6td naturalisd

d'Europe et s'est rapidement repandu i la suite des pionniers. Rousse au (1968) appelle.R.RL

une plante adventice, un colonisateur occasionnel ou occasionnel d'Amdrique du nord. Il a

6galement fait rcmarquer que la premidre mention de RRL au Quibec nemonte d 1821 et

qu'elle itait ddcrite cornme cofllmune dans les environs de Monfreal [3]. Godwin (1975)

ddclare que .RRL appartient d la cat6gorie des plantes circumpolaires de Hutten qui se

propage de manidre trds r6pandue par la culture. Gilkey (1957) a m€me sugg6r6 que RRL

aurait pu €tre intoduit cofirme plante de jardin ou ornementale en raison de sa valeur

esthdtique. En revanche, Montgomery G964) a sugg6rd que RRL pourrait €tre indigdne dans

certaines r6gions du canad4 mais il n'a dowrf aucun lieu ni aucune preuve i l'appui de cette

affirmation [4].

I.2. Lt famille Ranunculac6es

Les Ranunculacdes ont une distribution mondiale, bien que de nombreux genres et

especes soient centr6s dans les zones temp6rdes de lAsie de lEst. La famille des

Ronuncalaceae est composde d'environ 1500 e 2000 espdces regroup6es en une

soixantaine de genres [5].

I3. L€ genre Ranunculus

Le genre Rqnunculus (renoncules) reprdsente le plus grand genre au sein des

Rantmcalaceae, prds de 600 espdces appartiennent au genre Rsnuncalus.Il estrepartit dans

l'hdmisphdre nord. On le trouve aussi dans les rdgions temp€rees du sud dans les tropiques

oir elles sont habituellement confin6es d des altitudes plus €levdes, et rdparties sur tous les

continents. Les membres de ce genre prdsentent des sepales simples, lobdes, fendues ou

divis6es 3 et 5 non voyantes, les pdtales sont habituellement jaunes, principalement

abovds, €tamines et carpelles, de nombreux agrdgats d'akdnes dans des t6tes globuleuses i
oblongues, des akBnes arrondis ou un peu aplaties [6].

I.4. Distribution g6ographique

Rarunaius repens La dtd introduit aux Etats-Unis et au canada ou il est disfibu6 dans

une large bande s'dtendant principalement enfe 38o et 50o N. Au canada" .RRL est prdsent

dans toutes les provinces, i l'exception des territoires du Yukong et du nord-ouest [7].

L'espdce est plus sommune dans les provinces maritimes, au Qu6bec, en Ontario et sur les
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Figure l:La distribution de Rl?L en canada [3].

I.5. Biologie de Ranunculus RepensL

La plante RftL est une espdce vivace herbacde, gdndralement duveteuse d longs

stolons rampants, les feuilles triangulaires ont trois dent6s, celui du milieu 6tant p6tiol6 [8].

Les fleurs ont cinq pdtales jaunes, cinq sdpales dressds et beaucoup d'6tamines. Le

receptacle porie de nombreux carpelles qui d maturit6, donnent des akdnes d bec gr0le [9].

La Rammculus reryns L est une herbe rampante avec des racines fibreuse, elle est

commune dans les pdturages, champs et dans les zones humides aux climats temp6r6s. Elle

produit de nouvelles plantes ou clones qui se d6veloppe d travers les stolons qui

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

I



Chapitre I Etude botanique

sont produits dans les feuilles et la production de stolons continue jusqu'd la fin de l'616. Une

i deux stolons par plante sont communes mais il y a des plantes qui peuvent avoir

jusqu'i cinq ainsi que des branches secondaires [8]. En automneo quand les rameaux

sont dtablis le stolon devient pile et meurt laissant des rosettes physiologiquement

ind6pendantes se ddvelopper et deviennent des fleurs. La saison prochaine pendant que la

plante originale p6lit et meurt, la nouvelle plante peut persister durant l'hiver comme une

petiterosette.Le courtcaudex stocke les matidres nutritives qui permettent I'accdldration

de la croissance en printemps (entre Awil et Juin ) [11] . Une enquOte a rdv6l6 que chaque

fleur produisait une vingtaine de graines. En g6n6ral, la saison de fleurs est entre Avril e

Juillet Cette floraison est suivie de fruits en deux semaines. La Ranunculus repens L est

r6sistante i la gelde et survit d la s6cheresse moddrde [0].

I.6. Syst6matique de la plante QRfiL)

o Famille:Ranunculaceae.

o Ordre : Ranale ou polycarpique.

e Ge,nre: Ranunculus.

. Espdce : Ranunculus repens L.

o Nom Arabe: Mergheris @l-houdane).

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

Frgure 2:Laplante Ranunculus repens L dans son milieu systdmatique (Texenna, Jijel,
Est Alg6rie) [8].
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I.7. Utilisation traditionnelle de la Ranunculus repensL

Ranunculus repens L est une plante appartient d la famille Ranunculaceae,

commundment appelde EL-Faiha @erbdre). Dans la medecine traditionnelle, les feuilles

sdch6es sont utilisde sous forme d'infusion pour traiter le diabdk sucr6 et la jaunisse

en petite Kabylie @st d'Algdrie) ISl. Selon les rdsultats d'une dtude non publides, cette

plante parait riche en composds polyph6noliques et contient une teneur importante en

flavonoi'des[10].I^a consultation de lalittdrature scientifique nemontre aucune recherche

phytopharmacologique sur cette plante [ll].



Chapitre Il

Les cov^posds phdnoliques



Chapitre II Compos6s phdnoliques

II.1. G6n6ralit6 sur les polyph6nols

Les composds ph6noliques, ou polyphdnols sont des phytomicronutriments synthetis€s

par les v6g6taux et qui appartiennent A leur m6tabolisme secondaire. Ils participent d la

d6fense des plantes contre les agressions environnementales [13].

Plus de 8000 structures de composds phdnoliques ont dt6 rapportds dans la littdrature

et elles sont largement dispersees dans les plantes, Ils peuvent 6tre classis en fonction du

nombre et de I'agencement de leurs atomes de carbone et sont commun6ment substitu6s par

des sucres et des acides organiques [2].

II.2. Classilication des polyph6nols

Les polyphinols, qui forment une immense famille de plus de 8000 compos6s

naturels, sont divisds en plusieurs catdgories: les flavonoides qui repr6sentent plus de

la moitid des polyphdnols; les tanins qui sont des produits de la polym6risation des

flavonoides; les acides ph6noliques, les coumarines, les lignanes et d'autres classes

existent en nombres considdrables. Les composds phdnoliques sont commoddment

class6s selon le nombre d'atomes de carbone dans le squelette de base [14].

Tableau I : Principales classes des composds phdnoliques [13].

Squelette

carbon6

Classes Structure de base

c6 Phdnols simples

CGcl Acides hydroxybenzoiques cooH

c6{.3 Acides hydrorycinnamique
coumarine
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C64A naphtoquinones

c6- c2- c6 Stilbdnes

\

c6- c3- c6 Flavonoides

(c6-c3)2 Lignanes

(C6- C3)n Lignines

(cG c3-
C6)n

Tanins condonsds

ILi. Les flavonoides

II.3.1. Historique

Le nom flavonoide est ddrivd du mot < Flavus > en latin, qui signifie jaune.

L'intdr€t nuEitionnel pour les flavonoides date de la dicouverte de la vitamine C par

Szent Gyorgyi en 193E [15].

Le scorbut e4p6rime,ntal cdde i I'ingestion de jus d'agrumes mais r6siste d la

seule administration d'acide ascorbique. Plus pratiquemen! les sympt6mes

hdmorragiques du scorbut li6s i la fragilit6 des vaisseaux sont gudris par des extraits

de paprika et du jus de citon alors que I'acide ascorbique seul est inefficace. Les

analyses chimiques ont monE6 que la fraction active 6tait de nature flavonoidique.

Cette action des flavonoides sur la permdabilit6 vasculaire a 6t6 appelde propridt€

vitaminique P (P 6tant la premidre letfre du mot permdabilit6). Cette notion de vitamine
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P n'existe plus d l'heure actuelle puisqu'elle ne conespond pas e h ddfinition classique

des vitamines ; par contre, les flavonoides sont consid6r6s cornme des micronutriments

importants puisqu'ils peuvent jouer des r6les antioxydants [8].

II.3.2. Classification et structure chimique des flavonoldes

Les flavonoides constituent le principal groupe de polyphdnols, avec plus de 9000

composds diffdrents et distribuds de manidre g6n6rale, dans toutes les plantes vasculaires.

Leur squelette chimique oofllmun possdde 15 atomes de carbones, constitud de deux

noyaux benz6niques A et B relids par un cycle pyranique central C (figure 3) U6l. Ils

diffbrent les uns des autres par la position des substitutions sur les noyaux A et B, et la nafure

de C. Les flavonoides sont repartis en diftrentes cat6gories dont les plus importantes sont

les flavonols, les flavoneso les flavanols, les isoflavones, les flavanones, et les anthocyanes

(tableau 2). Ils sont localis6s dans divers organe : fleurs, fruits, feuilles, tiges et racine [7].

Figure 3 : Structure de base des flavonoides [17].

II.3.2.1. Les flavonols

Les flavonols sont les constituants flavoniques les plus abondants des aliments [16].

Les composds les plus reprdsentatifs de cette famille sont le kaempferol et la quercdtine

[6]. Ces dernidres possddent un fids fort pouvoir antioxydant en raison de leur structure

chimique favorable au pidgeage des radicaux libres [17].

II3.2.2. Les flavones

Les flavones sont abondantes chez les plantes supdrieures sous les deux formes

aglycones ou glycolyses [8]. Certaines sont responsables de l'aspect blanc ou ivoire

de certaines fleurs, comme les roses et les cillets. Ils ont des activitds physiologiques

remarquables, notarnment des propriitds antimicrobiennes et antivirales [7].
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U.3.23. Les flavanones

Les flavanones ont une structure similaire i celle des flavones mais ne possOdent pas

d'insaturation au niveau de l'hdtdrocycle. Les flavanones sont fr6quemment rencontrds chez

les Myrtacees [16]. Dans l'alimentation, les flavanones se retrouvent dans les

tomates, certaines plantes cofilme la mentheo et sont presents en grandes quantitCs dans

les agrumes [18, l7].

fr.3.2,4. Les isoflavones

Les isoflavono'fde sont moins repandus taxonomiquement. Ces compos6s trds actifs se

trouvent essentiellement chez les ldgumineuses. La structure des isoflavones ne diffdre des

autres flavonoides que par la prdsence du cycle B en position 3 [16,171.

II.3.2.5. Les flavanols

Les flavanols existent sous forme de monomdres : l'unitd la plus simple est la

catdchine, ou polym6rique appelds proanthocyanidines [6]. La catechine est prdsente dans

de nombreux fruits comme lapomme [8, 171.

113.2.6. Les anthocyanes

Les anthocyanes sont des pigments naturels qui donnent les couleurs d de

nombreuses plantes. Leur aptitude d se solubiliser facilement dans les milieux aqueux offre

des possibilites trOs larges dans le domaine industriel. Ils sont responsables de la coloration

(orange, rose, rouge, violet et bleue) de certaines fleurs (tulipe, rose, orchidde)

et frnits(pomme, baies, raisin) $6,14,17l.

Tableau 2 : Diffdrentes classes de flavonoides [7].

Flavonoldes Squelette de base

Flavonols

10
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II33. Variation de la structure de l'6l6ment centrale en Cr des flavonoides

La figure4donne le sch€ma des rdactions qui permettant d'interprdter laformation

des principaux flavonoides i partir des chalcones [9]. La cyclisation de chalcones

s'effectue aisdment par isomffsation sous forme de flavanones qui est stabilis6e par

formation d'une liaison hydrogdne entre CO et un groupement OH en position 5. Les

tL
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flavonoides et plus particulidrement leur produit d'hydroxylation, les flavonoides joueraient

le r6le d'intermddiaire dans la formation des diff6rents types de flavonoides [20].

)'

/

____>
OH

OH

anthocyanes

Frgure 4 : Formation des diffdrents types de flavonoides i partir des chalcones [20].

II.3.4. Propri6tes pharmacologiques des flavonoides

De nos jows, les propri6t6s des flavonoides sont largement dtudides par le domaine

m6dical, oi on leur reconnait des activitds anti-virales, anti-radicalaires, anti-allergiques,

anti-tumorales, mais aussi anti-infl ammatoires et anti-cancereuses I I ].
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[I.1.1 D6finition du stress

Des mol6cules prooxydants appel6es radicaux libres ou espdces r6actives de I'oxygdne

(ERO) sont produites quotidiennement dans l'organisme. Ces dernidres sont cependant

contr6l6es par les antiorydants. Un stress oxydatif survient lorsque l'dquilibre est rompu en

faveur des radicaux libres (figure 5). Toutefois, une production excessive de ces moldcules

rdactives ou une insuffisance des mdcanismes antioxydants peut d6s6quilibrer la balance

oxydant/antioxydant [2 I ].

Figure 5 : Ddsequilibre de la balance antioxydants et prooxydants [21].

m.l.2.D6finition des Radicaux libres

Un radical (souvent appeld radical libre) est une espdce chimique possddant un ou

plusieurs dlectrons non apparids sur sa couche externe. Il se note par un point. Laprdsence

d'un 6lecfion cdlibataire conftre d ces moldcules, la plupart du temps, une grande instabilitd,

ce qui signifie qu'elles ont la possibilitd de rdagir avec de nombreux composds dans des

processus le plus souvent non specifiques [22].

Ill.1.3.D6finition des antioxydants

Les antioxydants sont des mol6cules qui empdchent l'oxydation de certaines

substances chimique. Ils jouent un r6le de repart protecteur contre les radicaux libre qui

peuvent 6fie source de nombreux probldmes de santd s'ils proliftrent dans l'organisme [22].

Fro-oxydants

13
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m.1.4. Les antioxydants endog&nes (enzymatiques)

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

dlabords par notre organisme avec I'aide de certains mindraux. Elles sont prdsentes en

pennanence dans l'organisme mais leur quantit6 diminue avec I'Age [23].

- La superoryde dismutase (SOD)

Acc.eldre la dismutation de I'anion superoryde en peroxyde d'hydrogdne, il existe

plusieurs isoenzymes de SOD ; SOD ferreux (Fe-SOD), SOD n cuivre (Cu-SOD) et SOD d

mangandse (Mn-SOD) [241.

- La catalase

Prdsente en particulier dans les hdmaties et les peroxysomes hdpatiques. Elle agit en

synergie avec la SOD puisque son r6le est d'accdl6rer la dismutation du peroxyde

dhydrogdne en eau et en oxygdne moldculaire [24].

III.1.4. Les antiorydanb exogdnes (non enrymatiques)

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydants in vivo ont dtait propos6s.

Elles incluent : la vitamine E, I'acide ascorbique, la p-carotdneo les flavonoides, les

composis phdnoliques. Elles peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur

perrriabilitd et elles ont dgalement une capasits de lier les acides gras libres [25].

m.1.5. M6canismes d'action des antiorydants

Les mecanismes d'action des antiorydants sont divers, incluant le captage de

l'oxygdne singulier, la ddsactivation des radicaux par reaction d'addition covalente, la

rdduction de radicaux ou de peroxydes, la chdlation des mdtaux de transition [26].

mL6. Cons6quence du stress orydatif

Le principal danger des radicaux libres vient des dommages qu'ils peuvent provoquer

lorsqu'ils reagissent avec des composants cellulaires importants, tels que I'ADN , les

lipides (perorydation), les protdines. . . .etc. Cette oxydation provoque des dommages sur tout

I'organismg acc{l&antle vieillissem ent (maladies cardiovasculaires et neuro-ddg6n6ratives,

cancer, diabete...) et la digradation des cellules et des tissus [27].

t4
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m.2. Activit6 antibact6rienne

III.2.1. G6n6ralit6

Un microbe, ou micro-organisme, fait partie d'un groupe large et extr6mement

divers d'organismes. Ces organismes sont regroup6s sur la base d'une seule propri6t6:

ils sont si petits qu'ils ne peuvent 6tre visualisds sans l'aide d'un microscope. Les

microbes sont largement utilisds dans les laboratoires de recherche pour dtudier les

processus cellulaires [28].

lIL2.2. D6finition des bact6ries

Les bactdries sont des micro-organismes unicellulaires classds parmi les procaryotes,

car ils ne possddent pas de membrane nucl6aire. Ce caractdre les distingue des autres

organismes unicellulaires class6s parmi les eucaryotes (champignons, algueso

protozoaires). Elles sont divisdes en bactdries proprement dites (Bacteria) et bactdries

primitives (Archaea) [29].

Figure 6 : Structure d'une cellule bact6rienne [30].

Itr.23. Les antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances organiques produits par des

microorganismes ou issue de la synthdse et exercent i faible dose une action envers

d' autres micro-organismes [3 I ].
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m.2.4. Classification des antibiotiques

Il existe plusieurs modalit6s de classification des antibiotiques d'utilit6 variable :

o La structure chimique de base : bdtalactamines, aminoglycosides, quinolones,

cyclines, ...

c Lacible au niveau des bacteries : ribosomes, paroi, ...

o Le mdcanisme d'action : inhibition de la synthdse protdique, inhibition de la synthdse

du peptidoglycane, ...

r Le specfte d'activit6 : groupes bact6riens ou espdces sensibles [32].

m.2.5. Mode d'action des antibiotiques

Les principales cibles des antibiotiques sont la paroi cellulaire et les ribosomes

bactdriens. D'autres cibles sont impliqudes dans les fonctions physiologiques ou

mdtabolites, i savoir I'inhibition de labiosynthdse des acides nucldiques (ADN et ARN) et

l'interfErence avec les voies mdtaboliques de synthdse de I'ADN. Des interactions

specifiques avec les cibles bact6riennes des antibiotiques sont 6galement r6gies pm la

complexitd des motifs structuraux et la grande variabilitd des groupements fonctionnels.

Cette sp6cificitd se trouve engagde dans les processus de la sdlection de bactdries rdsistantes

aux antibiotiques [33].

m.2.6. L'antibiogramme

Le but de rdalisation d'un antibiogramme est de prddire la sensibilit6 d'un germe

i un ou plusieurs antibiotiques dans une optique essentiellement thdrapeutique. Il sert

6galement n h surveillance epiddmiologlque de la rdsistance bact6rienne et n

I'identification bactdrienne par la mise en dvidence de rdsistances naturelles [32].

m.3. Autre activit6 (anticorrosive)

m3.1. D6finition de la corrosion

Selon NACE, la rdfdrence mondiale en matidre de corrosion, NACE (National

Association of Corrosion Engineers), ddfinit la corrosion cornme la ddtirioration d'un

materiau, gdndralement mdtallique, qui rdsulte d'une r6action avec son environnement. C'est

d dire soit un environnement gazeux (oxygdne de l'air par exemple), soit un environnement

liquide (eau de mer par exemple), soit un environnement de contraintes dans de tels milieux,

16
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soit m€me en milieu biologique (bactdries se d6posant dans les tuydres industrielles -

chimique ou pdtrochimique - ou d'extraction p6trolidre) [34].

m3.2. Les Epe de corrosion

La corrosion peut se d6velopper suivant diffftrents processus qui caractdrisent chacun

un type de corrosion [35].

. Corrosion chimique

Il s'agit d'une r6action purement chimique entre la surface d'un matdriau et un gazou

un liquide non dlectrolyte. Par exemple, I'orydation d'un acier ordinaire i haute tempdrafure

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

r Corrosionbiochimique

C'est I'attaque bacterienne des mat6riaux mdtalliques, en particulier dans les

canalisations enterrdes ou posdes sous les r6servoirs de stockage, etc. En effet, le

mdtabolisme du ddveloppement de certaines bactdries provoque la formation d'acide

sulfurique qui attaque le metal [371.

. Corrosion 6lectrochimique

C'est une rdaction dlectrochimique entre la surface d'un mat6riau et un 6lectrolyte.

Cett€ rdaction est accompagn6e de la formation des piles qui sont le sidge de circulation de

courant 6lectrique. Par exemple des alliages de fer dans les milieux acide (chlorhydrique ou

sulturique) [38].

m33. Inhibition de la corrosion

Pour lutter contre la corrosion, il ne suffit pas de choisir un matdriau qui rdsiste bien

d un certain milieu. Alors il faut dgalement metEe en 6vidence des mdthodes de protection

prdsentant de bonne inhibition avec faible cout et qui ne sont pas toxique. Parmi ces

m€thodes,les inhibiteurs de corrosion sont les plus preconisds [39].

m33.1. D6linition

La d6frnition d'un inhibiteur de corrosion n'est pas unique. Celle retenue par la

'T.{ational Association of Corrosion Engineers (NACE)" est la suivante : 'tn inhibiteur est

une zubstance qui retarde la corrosion lorsqu'elle est ajoutee d un environnement en faible

concentration' [34].
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m3.4. Propri6tds et classes des inhibiteurs

D'une manidre gdn€rale un inhibiteur doit :

. Abaisser la vitesse de corrosion d'un mdtal, sans en affecter les caractdristiques

physicochimiques, en particulier la r6sistance mdcanique (par exemple, risque de

fragilisation par I'hydrogdne en milieu acide) :

. Efie stable en prdsence des autres constituants du milieu, en particulier vis-d-vis des

oxydants.

. Etre stable aux temp6ratures d'utilisation.

. Stre efficace d faible concentration.

. Etre compatible avec les nonnes de non-toxicitd [40].

18
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Chapitre IY Matdriels et mdthodes

Ce travail a dt6 effectud au niveau du laboratoire de chimie d l'universitd Mohamed

Seddik Ben Yahia de Jijel. Il est consacrd d l'6tude phytochimique de Ranunculus repensL.

IV. Analyse et quantitative

IV.l. R6colte de la plante

Les parties adriennes de Ranuncalus repens L, ont 6t6 rdcolt6es au mois de mars 2019

de la rdgion de Texenna (wilaya de Jijel, I'Est Alg6rie). Les parties aeriennes ont 6t6

nettoydes et s6ch6es d temp6rature ambiante dans un endroit adrf d l'ombre pour mieux

conserver les moldcules sensibles i la chaleur et d la lumidre. Elles ont 6t6 ensuite pesdes,

broydes grossidrement et recup6rees dans des sacs propres.

IV.2. Extraction de,s flavonoides de Ranunculus repensL

L'extraction des substances bioactives de Ranunculus repens L est Rdalis6e selon le

protocole decrit par lebreto [8].

La poudre de mat6riel vdg6tal (300g) est mise i macdrer d tempdrature ambiante dans

un mdlange dthanoVeau (70-30 v/v) pendant 24 heures, ce procddd est repdtde 3 fois pour

dpuiser le substrat de tous ses composants ph6noliques. Le macdrdt est ensuite filtrd sur coton

puis soumis i une dvaporation i 38 "c en utilisant un 6vaporateur rotatif. Le rdsidu est repris

par 300 ml d'eau chaud et laissde d ddcanter i froid pour ddbarrasser les cires et les graisses.

L'exhaction est pourzuivie par passage dans trois solvants diffdrents : chloroforme,

acitats d'ithyle et le n-butanol afin d'exfraire les flavonoides en fractions aglycones, mono

glycosides et di et tri glycosides. Pour cela la phase aqueyse est 6puisde par le chloroforme

solvant pr6fdrentiel des composants plus polaires. Apres agitation et repos dans une ampoule

d decanter, deux phases sont obtenues, une phase organique et une phase aqueuse. Cette

dernidre e.st zubit d son tour hois exfractions avec I'acdtate d'dthyle afin de rdcupdrer certains

flavonoides aglycones et mono glycosides, puis par le n-butanol pour r6cupdrer les

flavonoldes di et fri glycosides. Les diffdrentes fractions recoltdes sont ensuite 6vaporer d

sec i 38"c dans l'€vaporateur avec la pes€ des extraits.
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Le r6sidu (exhait brut)

n-butanol

(3 fois)
€-

Extrait 2

Figure 7 : Protocole d'extraction des flavonoides de nnl- [8].
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IV.3. Rendement des extraits deRanunculus repensL

Le rendement de chaque extrait a 6t6 d6termin6 selon la formule suivante :

R(o/o)=M{Mox10-0

r R: Rendement exprim6 enYo.

o M : Masse en gramme de I'extrait sec rdcupdrd.

o Mo : Masse en gramme du matdriel vdg6tal sec.

IV.4. Tests phytochimiques

e Test de.s alcaloildes

Dans dss tubes d essai on introduit 15 ml d'extrait (aqueux, ithanolique) de chaque

poudre aux quels sont additionnds 2 ml de MIaOH l0o/o chaque solution est ensuite divis6

en deux des tubes i essai, quelque gouffes du r6actif de Mayer sont ajoutd i I'un et des

gouttes du r6actif de Wagner d l'autre. La formation d'un prdcipitd blanc ou un trouble blanc

pour le premier rdactif et brun pour le second indique la pr6sence d'alcaloi'des [a1].

o Test des saponines

Les saponosides sont caract6risds par un indice de mousse. Leur d6tection est r6alis6e

en ajoutant un peu d'eau d 2 ml de I'extrait (aqueux, Ethanolique) aprds l'agitation, le

mdlange est reposd pendant 20 minutes, et la teneur en saponosides est 6valu6e [41].

Pas de mousse : test n6gatif mousse moins de lcm : test faiblement positif.

Mousse de l-2 cm: test positif, mousse plus de 2 cm: test trds positif.

e Tet des tanins

Pour confirmer la pr6sence de tanins mise en 6vidence, en ajoutant i I ml de I'exfrait

(aqueux, dthanolique) I ml d'eau et 2 gouttes de solution de FeCl: (1%o) diluee 10 fois.

L'apparition d'une coloration ou bien un precipitd vert fonce ou bleu-vert indique laprdsence

des tanins [42].
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o Test des flavonoides

On verse 3 ml d'exfiait (aqueux, dttranolique) de chaque sorte de poudre dans des tubes

d essai, on ajoute 1 ml d'ammoniaque dilu6 (107o), puis I ml d'acide concenfrd HzSO+. Le

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

o Test des mucilages

On a introduit I ml de chaque extrait (aqueux, ithanolique) dans deux tubes i essai

respectivement on a ajoutd 5 ml d'alcool absolu (6thanol absolu), attendre l0 min.

I'obtention d'un pr6cipit6 floconneux par mdlange, indique la pr6sence de mucilages [441.

o Test des coumarines

3 ml d'hydroxyde de sodium (l}Vr) est ajout6 dl'extrait (aqueux, dthanolique) de

differentes parties de la plantes (feuilles, fleurs). La formation d'une couleur jaune indique

laprdsence de coumarines [a5].

o Test des st6rols et des terpenoides

Nous avons pris I ml de chaque extrait (aqueux, 6thanolique) avec I ml d'acide

acetique glacial puis on a ajout6 2 ml d'acide sulfurique concentr6 de c6t6 sans perturber la

solution. L'apparition d'un anneau violet d la jonction de deux couches indique la pr6sence

de terpdnes. Une couche verte sur le haut de la solution indique la prdsence de terpdnes [41].

r Test des glycosides cardiaque

0.5 ml d'extrait (aqueux, 6thanolique) est dilu6 avec 5 ml d'eau distilld. On ajoute i
cette solution 2 ml d'acide ac6tique glacial contenant quelque goutte de chlorure de fer

FeClr, puis on verse 0.5 ml d'acide sulfurique concentr6. L'apparence d'un anneau brun d

l'interface indique la pr6sence de glycosides cardiaque [46].

o Testdescarbohydrates

On mit 2 ml d'extrait (aqueu:<, dthanolique) dans des tubes i essai avec 20 gouffes de

liqueur de Fehling (A et B). Les tubes sont ensuite chauffds pendant 15 e 30 minutes.

L'apparition d'un precipit€ de couleur rouge brique indique la prdsence de carbohydrates

1431.
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e Test des polyph6nols

2 ml de chaque extrait (aqueux, 6thanolique) est mdlangd av€c une goutte de la solution

alcoolique de chlorure ferrique nl%. L'apparition d'un prdcipitd bleu-noir6tre ou verte plus

ou moins foncee fut le signe de lapr6sence de polyphdnols [47].

o Recherche des acides organiques

Mettre quelques goutte de bleu de bromothymol dans un tube d essai contenant les

extraits (aqueux, dthanolique)o si la couleur change au jaune canari, I'extrait contient des

acides organiques [48].

fV.5. Dosage des polyphdnols totaux

Le dosage des polyphdnols totaux dans les extraits de la plante 6tudi6e, est ef;lectuC

selon lamdthode de Folin Ciocalteu [49].

Le rdactif utilisd est constitud d'un m6lange d'acide phosphotungstique

6HrPWrzO+o) et d'acide phosphomolybdique (HrPMorzO+) de couleur jaune. Le principe

de la mdthode est basd sur I'oxydation des composds phdnoliques par ce rdactif, qui entraine

la formation d'un nouveau complexe d'oxydes m6talliques de tungstdne et de molybddne de

couleur bleu. L'intensitd de la coloration est proportionnelle a h quantitd de

polyphdnols prdsents dans les extraits vdgdtaux [50].

Le protocole du dosage est effectud comme suit : I ml de rdactif de Folin Ciocalteu

(dilu6 10 fois) est ajoutd e 200 pl de chaque extrait ou standard avec dilutions convenables.

Aprds 4 min d'incubation dtempirature ambiante, 800p1 deNazCOr (75glD sont additionnds

au m6lange. L'ensemble prdalablement agitd est incub6 i l'abri de la lumidre pendant

2 heures. L'absorbance est ensuite lue d 765 iln par un spectrophotomOtre UV/visible.

La concenEation des pollphenols totaux pour chague echantillon est calculie d

partir de I'Quation de rdgression d'une gamme d'dtalonnage en milieu aquerD( (0.718 e

50 pglml), dtablie avec I'acide gallique dans les mdmes conditions op6ratoires que les

extraits. I,es rd.sultats sont exprimds en milligrammes 6quivalents d'acide gallique par

milligramme d'exhait (mg EAG/mg d'extraiQ.
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IV.6. Dosage des flavonoi'des

La mdthode au trichlorure d'aluminium [51]. Cette m€thode utilisde pour quantifier les

flavonoides dans les diffirents extraits. lml de chaque dchantillon ou du standard

(querc6tine), diluds dans le m6thanol, est ajoutd d lml de la solution d'AlClt Qo/o

dans le mCthanol). Apres 30 min d'incubation, l'absorbance est lue a 430 nm par un

spectrophotomdtre UV-visible (Uviline 9400).

Les concentrations des flavonoides sont ddduites d partir d'une gafirme

d'6talonnage (1.562-100 pdml), dtablie avec la querc6tine, et sont exprim6s en

milligrammes dquivalents de quercitine pm milligramme d'extrait (mg EQ/mg d'exnait).

IV.7. Activit6 biologique

n/.7 .1. Activit6 antioxvdante

W.1.l.l.Le test 
"o 

Or""

Pour dtudier I'activit6 antioxydante des extraits, nous avons retenu la mdthode qui

utilise le DPPH (diph6nyle picryl-hydrazyl) comme un radical libre, selon le protocole

decrit par Takao et al [52].

Principe

Cette mithode est basde sur la riduction d'un radical libre trds stable : le 2,2'-

Diphenyl-l-picrylhydrazyl (DPPI{) en prisence d'un antioxydant donneur. Ce demier est

rdduit i la forme d'hydrazine (non radical) en acceptant un atome d'hydrogdne. La rdduction

du radical libre @PPH') par un antioxydant peut Otre suivie par spectrophotom6trie,

en mesurant la diminution de I'absorbance i 517 nm provoqu6e par lapr6senced'un

donneur d'hydrogdne [53J.

anti0xydant

--_--_----_.>

Figure 8 : Rdduction du radical libre DPPH'[53].
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Mise en {Duvre pratique

La solution m0re de I'extrait est prdparde dans le mdthanol d une concentration

de 100 pglml. Des dilutions sont rdalisdes de fagon i avoir des concentrations qui varie,nt

entre 100 et l0 pglml. 50 pl de I'extrait en solution sont ajoutds i 1250 pL de solution au

DPPH (l00pM). La lecture de l'absorbance est faite d 517 nm aprds 30 mn d'incubation

dans I'obscuritd. Un blanc constitud de 50 pl de mdthanol et 1250 pl de la solution au DPPH.

La vitamine C (acide ascorbique) est utilis6e comme control positif [52].

Le pourcentage d'inhibition est donn6 par la formule suivante :

% Inhibition =
( Ab s contr oI- Abs 6chantillon )xtOO

Abs control

% Inhibition : Pourcentage inhibition du radical DPPH.

Abs control : Absorbance du tube control.

Abs 6chantillon : Absorbance de l'dchantillon.

Il faut savoir aussi que I'IC50 est la concentration n6cessaire pour 6liminer 50% des

radicaux libres, c'est le paramdtre utilisd pour mesurer l'activitd de I'extrait i pidger le

radical libre [52].

N.7.1.2. Pouvoir ch6lateur du fer GRAP)

Le fer est un 6l6ment essentiel pour le bon fonctionnement physiologique, mais l'excds

de cet 6l6ment peut causer des dommages i la cellule. En raison de sa forte rdactivite, le fer

est connu pour son grand rdle pro-oxydant vis-i-vis de I'oxydation des lipides [54].

Principe

Les substances ayant un potentiel de rdduction, rdagissent avec le ferricyanure

de potassium pour former le ferrocyanure de potassium, qui r6agit d son tour avec le

chlorure ferrique pour donner lieu i un complexe qui a une absorption maximale d 700 nm

t551.

Mise en truvre pratique

Un volume 6gal d lml de I'extrait i diftrentes concentations (1, 0.5, 0.25, 0.125,

0.0625 mg/ml) est m6langd 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 KlFe(CN) a ir lYo. L'ensemble est
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incubd au bain-marie d 50oC pendant 30 min. Ensuite 2,5 ml d'acide trichlorac,dtique (TCA)

d l0% sont ajout6s pour stopper la rdaction. Un aliquote (2,5 ml) de surnageant est combin6e

avec2,5 ml d'eau distillde et 0,5 ml d'une solution aqueuse de FeCll d0,lyo. La lecture des

absorbances se fait contre un blanc e 700 nm i I'aide d'un spectrophotomdfe. Le contr6le

positif est reprdsentd par un standard d'un antioxydant ; I'acide ascorbique dont I'absorbance

a 6t6 mesur6 dans les m6mes concentrations choisies et dans les m6mes conditions

exp6rimentales [56].

IV.7.1.3. Le test i I'ABTS

Principe

Ce test est basd sur la capacit6 d'un antioxydant i stabiliser le radical cationique

ABTS'+ de coloration vert bleu en le transformant en ABTS incolore. Le radical

pr6form6 ABTS'+ est gdndrd en prdsence des ions persulfates.

ABTS + Ions persulfates --> ABTS'+

En pr6sence d'un antioxydant, le passage du radical ABTS'+ d la forme non radicalaire

s'accompagne de la disparition de la coloration vert bleu intense qui peut 6tre suivie par

la mesure de la densit6 optique i une longueur d'onde de 734 nm [57].

Mise en truvre pratique

Le potentiel antioxydant radicalaire des d6riv6s de benzothiadiazine a 6t6 mesurd en

utilisant le test de ddcoloration par cation radicalaire ABTS conrme ddcrit par Re et al [58].

Avec des modifications mineures. Le radical cation ABTS '+ a 6tE produit par la r6action

enfre ABTS (7 mM) dans I'eau et (2,45 mM) de persulfate de potassium (l: 1), conservde

dans I'obscuritd i la temp6rature ambiante pendant 12 iL 16 h avant utilisation. La solution

ABTS '* a e,nsuite 6t6 diluee avec de fdthanol pour obtenir une absorbance de 0,700 d734

nm. Apris addition de 100 pl d'echantillon ou (acide ascorbique cornme contrdle positif n

diffdrentes conce,ntrations jusqud 900 pl de solution ABTS '* dilu6e, I'absorbance a 6td

mesuree aprOs l0 min d'incubation i tempdrature ambiante Q0 *2 " C). La capacit€ d pidger

le radical ABTS'*a 6td calculee i I'aide de l'6quation suivante :

Activitddepi6geagederadicalABTS (%): [1 -(Absorbancedel'dchantillon d734nm/

Absorbance du confrdle n 734 nm)l x100.
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lV.1 .2. Activit6 antibact6rienne

Ce test est rdalisd au niveau du laboratoire de Pharmacologie et de Phytochimie d

universitd de Jijel. Nous avons choisi DMSO comme un solvant par ce qu'il ne possdde pas

une activitd antimicrobien, aussi nous avons utilisd la mdthode de diffusion en milieu gdlosd

pour tester la sensibiliti des souches bactiriennes [59].

l\1.7 .2.1. Souches bact6riennes utilisdes

Trois souches bactdriennes ont dt6 utilis6es :

. Staphylococcus aureus. ATCC43300.

o Escherichia coli. ACTCC25922.

e Pseudomonas aeruginos. ATCC27853.

lV.1 .2.2. M6thode utilisde

Repiquage des souches bactGriennes

Les souches bactdriennes i tester ont 6td repiqu6e par la mdthode des stries dans des

boites de pdtri contenant de la gdlose nutritive, puis incubees pendant 24 h d 37oC afrn

d'obtenir des colonies isoldes.

Pr6paration de I'inoculum

Des colonies bien sCpar€es des souches bacteriennes 6tudi6es ont 6t6 prdlevdes i l'aide

de I'anse de platine est homogindis€es dans 9 ml d'eau distilld stdrile afin d'avoir une densitd

cellulaire initiale ou une turbiditd voisine i celle de 0.5 McFarland.

Pr6paration des milieux de culture

La g6lose mueller hinton est coul6e est repartie dans des boites de pdtrr stdrile de 9 cm

de diamdte. Ces dernidres sont sechees pendant 30 min d tempdrature ambiante avant de

leur emploi.

Pr6paration des puits

Des puits sont chargds de I' exhait i tester 25 pl , et imprdgnds de DMSO sont 6galement

utilisi qui vent server de tdmoin n6gative.
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Ensemencement

L'ensemencement est realisd par dcouvillonnage en stries serr6es. En tournant la boite

d'environnant 60 oC, l'ensemencement s'effecfue de telle sorte d assurer une distribution

homogdne des bactdries sur les boites.

A l'aide d'une pince stdrile, les disques de papier filfie contenant le produit d tester

sont d6poser d la zurface de la gdlose inocul6e au prealable.

L'activitd antibactdrienne est ddterminde en termes de diamdffe de la zone d'inhibition

produite autour des disques aprds 24 h d'incubation d 37oC.

L'dchelle d'estimation de I'activitd antibactdrienne i classd le diamdtre des zones

d'inhibitions D de la croissance bactdrienne comme suit :

Non sensible (-) : D < I mm.

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

Trds Sensible (++; : 15 S D S 19 mm.

Excrdmentsensible :D<20mm.

n7.7 .3. Autre activit6 (Activit6 anticorrosive)

IV.73.1. Etude d'activit6 inhibitrice

L'objectif de notre tavail est d'examiner le pouvoir inhibiteur de la corrosion des

exfiaits dans un milieu acide.

Mat6riau

Le matdriau test6 dans cette 6tude est un acier 316 L, dont la composition chimique est

donnde dans le tableau 3 [601.

Tableau 3 : composition atomique de I'acier inorydable 316L [60].

Ce dernier a 6t6 ddcoupd en plaque de dimension 1cm x I cm. Chaque plaque subit un

polissage de la surface au papier abrasif de granulomCrie de plus en plus fine :

Composition (7o) Fe Cr Ni Mo Si C

Acier Inox 69.01 19.49 8.94 r.35 t.2 0.55
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20001120011000/400, et avant d'6fe hempde dans la solution corrosive, elle est rincde i
I'eau distill6, d6graissd dans I'acdtone et enfin sdchde d I'air puls6.

Milieu corrosif

Le milieu corrosif est une solution acide (lM), prepar6 par dilution avec I'eau distilld

d'une solution d'acide chlorhydrique concentrde de masse molaire 36.46 g/mol, de densitd

1.19 et de pourcentage massique 38%.

Dispositif

L'6tude dlectrochimique a 6td r6alis6e d l'aide d'un potentiostat de type solartron 1260

reli6 i un micro-ordinateur (avec un logiciel CorrWare) permettant de ddterminer les

paramdtres 6lectrochimique. Toutes les expdriences ont 6td effectudes dans Une cellule en

verre Pyrex i double paroi d'une capacit| de 100 ml, avmt chaque exp6rience la cellule a

6td nettoyde avec I'ithanol, rinc6e i I'eau distillde et puis sdchie sous air. Cette cellule

comporte trois dlectrodes :

o Une contre 6lectrode (6lectrode auxiliaire) (CE)

En platine de I mm de diamdtre maintenue en paralldle avec l'dlectrode de travail

utilisde pour assurer le passage du courant.

o Une 6lectrode de r6f6rence

Toutes les valeurs de potentiel sont mesurdes par rapport d une dlecfrode au calomel

saturde HgtHg2Cl2lKCl (ECS).

o Une dlectrode de travail @T)

L'€lectrode de travail subit avant chaque manipulation, un prdtraitement qui consiste

en un polissage de la surface de I'ilectrode au papier abrasif de granulomdtrie de 400 a 2000

suivi d'un ringage i l'eau distillde dans l'dthanol dans I'ultrason et s6chds avant utilisation.
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Figure 9 : Appareillage 6lectrochimique utilisd (potentiostat).

Pr6paration de polarisation (intensit6-potentiel)

La solution agressive qui constitue le milieu d'dtude est une solution d'acide

chlorhydrique lM, cette solution a dt6 choisie cofirme solution agressive d cause de ses

capacitds d'attaques 6levdes et ses propri6t6s de dissolution des inhibiteurs synthdtis6s.

Dans le but d'examiner l'influence de la concentration, les inhibiteurs sont ajoutds sous

diff6rentes concentrations.

Le tableau suivant regroupe nos extraits testds, avec une gamme de concentration de 100 d

500 ppm.

Tableau 4 : Les extraits testds.

Phase I n-butanol

Phase 2 Ac6tate d'6thyle

Les courbes de polarisation (intensit6- potentiel)

Cette m6thode permet de d6terminer d'une fagon precise les paramdtres dlectrochimiques

d'un m6tal au contact d'un 6lectrolyte d savoir : la vitesse instantan6e de corrosion (Icorr), le

potentiel de corrosion (Ecorr), les pentes de Taffel, la rdsistance de polarisation (Rp), les

courants limitent de diffirsion [61].
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Nous intdressons sur un paramdtre (Icorr), pour calculer l'effrcacitd inhibitrice de nos

extraits d partir l'6quation suivante :

x 100

a(90) : L'efficacitd inhibitrice.

I*n, I*no: La densitd de courant de corrosion en absence et en prdsent de l'inhibiteur [62].

Figure 10 : Les paramdtres 6lectrochimiques i partir des droites de Taffel [61].

rt?/o)=j'w

Mr.doTdcl I
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Chapitre V Rdsultats et interpnitation

V.1. Analyse quantitatives

V.1.1. Rendement des extraits de (RRL)

La masse en granrme du matdriel vflgdtal d traiter (m= 3009). Les rdsultats sont

reprdsentds dans le tableau suivant :

Tableau 5 : Rdsultats obtenus pour chaque extrait.

Extrait Masse (g) Rendement (7o) Aspect Couleurs

Chloroforme 3.001 I Pdte Vert fonc6

Acdtate d'6thyle 5.r07 r.70 Piite Vert fonc6

n-butanol 9.s40 3.18 P0te marron fonc6

L'isolement des m6tabolites majoritaires de Ronunculus repens L par la mdthode

d'affiontementpar les solvants organiques dpartir des parties adriennes, montre que I'extrait

butanolique reprdsente un rendement plus 6levd (3.ny}, suivi de I'extrait acetate d'6thyle

$.70yA, et enfin l'extrait chloroformde avec un rendement plus faible (l7o) (figure ll). I
est difficile de comparer nos r6sultats avec ceux de la liudrature, le rendement n'est que

relatif et ddpend de la m6thode et des conditions dans lesquelles I'extraction a 6td effectu6e.

Chlorofonne Ac6tate ddrhyle n-butanoj

Figurell : Rendement des polyphdnols pour chaque extrait.
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Y .1.2. Test phytochimique

Ce sont des tests qualitatifs qui ont 6t6 effectu6s pour la plante ltRL, et qui nous

renseigne sur la composition chimique de deux phases (aqueuse et 6thanolique) de la partie

adrienne de la plante. Les r6sultats obtenues sont reprdsentds dans le tableau si aprds.

Tableau 6 : Rdsultats des tests phytochimiques.

Classe de compose Phase aqueuse Phase dthanolique

Alcaloide Wagner Wagner

Mayer Mayer

Tanin +

Flavonoide # #
Mucilage

Coumarine

Terpenoides + +

Pollphdnol + +

Glucoside cardiaque

Carbohydrate + +

Acide organique

Saponine

significations des synboles : << * r> : Pr6sence faible ; ( + + n : prdsence moddree ;

(->):Absence.

Les rdsultats de caractdrisation des groupes chimiques prdsents dans les deux

phase de la plante .RRL , ont mis en dvidence la prdsence des polyphdnols, des tanins,

flavonoide, des terpenoides et des carbohydrate.

V.1.3 Dosage des polyph6nols totaux

Les polyphdnols sont des moldcules bioactives trds recherch6es parce qu'elles sont

l€putees pour leurs excellentes propridtds antioxydante et antimicrobiennes. Pour ces

raisons, un dosage de ces composds a 6t6 effectu6 pour les fiois extraits. Par la mdthode

spectrophotomdfique au reaetif de Folin-Ciocalteu. En utilisant I'dquation de la rdgression

lindaire de la courbe d'€talonnage trac6e de I'acide gallique.

La gamme de concentations d'acide gallique utilisde pour le dosage des polyphdnols

et les absorbances respectives mesurdes d 765 nm sont reprdsent6s dans le tableau 7.
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Tableau 7 : Absorbances adaptd avec la gailrme de concenfiation d'acide gallique.

Acide gallique (pglml) Absorbance

0.7Er 0.035

r.562 0.047

3.r25 0.117

6.2s 0.305

12.5 0.658

25 r.268

50 2.783

Y:0.05582*X - 0.04651

R squaf,e | 0.9984

X'igure 12 : Courbe d'6talonnage de I'acide gallique.

Les tenzurs obtenues sont exprimdes en mg equivalent d'acide gallique par mg

d'exhait (mg EAG/ mg d'extrait). Les rdsultats de dosage des polyphdnols rdvdlent que les

exhaitsn acntate d'€thyle et n-butanol contiennent respectivement 0.730et 0.518 mg

equivalent d'acide gallique/mg d'extrait. Par confie l'extrait chloroformde contient 0.140 mg

equivalent d'acide gallique/ mg d'extrait. Les rdsultats obtenus sont prdsentds dans la figure

13.
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I
Ac6tate
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Xp 0,6
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Chloroformed'6thyle n-butanol

Figure 13 : Teneur en polyph6nol des extraits.

Y.1.4. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a 6tE r6alisd par lam6thode au trichlorure d'aluminium

(AlCl3) et les rdsultats obtenus sont repr6sent6s dans le tableau suivant.

Tableau 8 : Absorbances adaptd avec la gamme de concentration de la quercdtine.

Querc6tine (pglmt) Absorbance

1.562 0.014

3.12s 0.017

6.25 0.047

12.5 0.103

25 0.205

50 0.425

100 0.792

La quanti{ication des flavonoides a dt6 ddtermin6e en fonction d'une courbe

d'dtalonnage lin€aire(l'equationdelardgressionlindaire), r6alisde i partir d'une solution

dtalon de querc€tine i difrdrentes concentrations.
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Y = 0.008017*X+ 0.001731

.9985

tr'igurel4 : Courbe d'6talonnage de de la quercdtine.

Le calcul de la teneur en flavonoides dans le different extrait est donc exprim6 en mg

EQ/mg d'extrait.

Ce qui concerne le teneur en flavonoides de nos extraits on remarque que I'extrait

acetate d'6thyle 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 I'extrait chloroformde avec une teneur

0.996 mg EQ/mg d'exhait.

Ac6tate d'6thyle n-butanol
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Figure 15 : Teneur en Flavonoides des extraits.
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V.2. Activitds biologiques

Y .2.1. Activit6 antiorydante

V.2.1,1. Pi6geage du radical DPPH'

Le radical libre DPPH' a permis l'estimation de l'activit6 antioxydante des composds

isolis et identifi6s. C'est un radical synthdtique de couleur violette qui vire vers le jaune

quand il est capt6 par les compos6s antioxydants test6s. L'intensit6 de la couleur jaune refldte

la capacitd antiradicalaire de la moldcule test6e.

Les figures 16,17,18, et 19 illustrent l'effrcacitd des exfaits, chloroformde, a&tate

d'6thyle, butanolique d piiger le radical DPPH'. D'aprds les r6sultats obtenues, l'dvolution

de l'activitd antiradicalaire est dose-ddpendante, car elle augmente avec I'augmentation des

concenfrations des exfaits dans le milieu reactionnel.

C (mgrml)

Figure 16 : Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH'en fonction des diffdrentes

concentrations de I'acide ascorbique.

o.l5
C {mg/ml)

Ftgure 17 : Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH'en fonction des diffdrentes
concentations de I' extrait chloroformiques.

o.t5

o.lo
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o.10 o.15

c (mgtml)

Figure 18 : Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH'en fonction des diffdrentes
concentrations acdtate d' 6thyle.

c (mg/ml)

Figure 19 : Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH'en fonction des diffdrentes
concentrations butanolique.

La valeur d'ICso de chaque phase est repr6sent6e dans tableau 9.

Tableau 9 : Les diferentes phases avec les valeurs d'ICso (DPPH).

Laphase ICso (mg/mD

Acide ascorbique 0.0158

Acdtate d'dthyle 0.0253

n-butanol 0.0410

Chloroforme 0.0981

Le premier constat exkait de ces figures est que le pourcentage d'inhibition du radical

DPPH'augmente avec I'augmentation de la concentration des extraits de laplante 6tudi6e.

A fravers les rdsultats obtenus, on a dffuit que nos exhaits ont exerc6 une bonne

activit6 vis-d-vis du radical DPPFI. Ce constat s'est confrmd pm les valeurs d'ICso car

o(t
c
.E
o
6o
6

0.t5
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on a enregistrd 0.0253 mg/ml pour l'extrait acdtate d'6thyle suivi par celle de n-butanol

aveclCsodel'ordre0.0410mgimletenfinl'extraitchloroformdeavec ICsodel'ordre0.098l

mglml.

A savoir que l'ICso ddtermind de nofie rdf6rence (acide ascorbique) est de I'ordre

0'0158 mglml. Nous avons rnr que l'ICso de I'extrait d'acdtate d'6thy1e est tres proche d ICso

de rdfdrence que les deux autres extraits.

V.2.1.2. Pouvoir ch6lateur du fer €RAP)

Une autre 6tude est faite sur le pouvoir chdlateur du fer des trois extraits de la partie

ari6nne de RftL.

Les r6sultats obtenus montrent que le pouvoir rdducteur de diff6rent extrait augmente

en fonction de la concentration. Les rdsultats obtenus lors du test au FRAP sont reprdsent6s

dans la figure 20.
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Figure 20 : Effet des extraits de.RRL sur la rdduction du fer (FRAP).
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(A) : Extraits butanolique. (B) : Extraits chloroformique.

(C) : rdfdrence (acide ascorbique). (D) : Extrait d'acdrare d'6thyle.

La valeur ICso de chaque phase a 6td calculee et les rdsultats traduits dans le tableau suivant.

Tableau 10 : Les ddf6rentes phases avec les valeurs d'ICso (FRAP).

Laphase ICso (mg/ml)

Acide ascorbique 0.4470

Ac6tate d'6thyle 0,1251

n-butanol 0.4918

Chloroforme 0.5437

Les figures suivantes montrent que I'exffait acfitate d'6thyle donne un pouvoir

rdduoteur important avec ICso de l'ordre de 0,1251 mg/ml contre 0.0470 mg/ml pour la

r6f6rence. Par contre les exffait, butanolique et chloroformique donnent un faible pouvoir

rdducteur avec 0.4918 et0.5437 mg/ml respectivement.

V.2.1.3. Inhibition de radical ABTS+

Les r6sultats obtenus dans la figure 2l montrent que I'inhibition de radical ABTS+

augmente en fonction de concentration.

l.tt
Cd.oFld
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Figure 21 : Inhibition de radical libre ABTS+ en fonction des concentrations.

(A) ; Rdference (acide ascorbique). (B) ; Extraits butanolique.

(C) ; Exfrait chloroformique. @) ; Extrait d'acdtate d'6thyle.

Les valeurs ICso des phases et d'acide ascorbique, sont reprdsent6s dans le tableau suivant :

Tableau 11 : Les ddfrrentes phases avec les valeurs d'ICso(ABTS+).

Laphase ICso (mglml)

Acide ascorbique 0.0181

Acetatg d'dthvle 0.0479

n-butanol 0.0473

Chloroforme 0.0509

Les resultats d'fvaluation de l'activite antioxydante par le test d'inhibition de

radical ABTS* montre que I'extrait butanolique et I'extait arctated'dthyle , ont des valeurs

d'ICso de I'ordre deO.M73 et0.0479 mglml respectivement.

L'activitd antiorydante de l'extrait chloroformique est faible par rapport i celle de

rdfdrence.
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V .2.2. Activitd antibact6rienne

Le test de sensibilit6 des bact6ries aux difftrentes fractions des extraits est rdalisd in

vitro par la mdthode de diffirsion en milieu gdlos6.

Pour dvaluer le potentiel antibact6rien de nos extrait, nous avons prflf6td de les tester contre

trois souche bactdriennes. Le diamdtre de zone d'inhibition des 3 extraits vis-i-vis des

souches bactdriennes test6es sont reprdsentds dans le tableau et les figures cidessous.

Tableau 12 : Diamdtre de zone d'inhibition des trois phases vis-d-vis des souches

bact6riennes testdes en difftrentes concentrations.

Diamdtre des zones inhibition (mm)

Stapltylococcus

aureus.ATCC43300

Escherichio

coli.ACTCC25922

Pseudomonas

aeruginos.

ATCC27853

C (mgiml) La rhase acdtate d'6thyle

0.0625 0G) 0G) 0G)

0.125 0G) 0G) 0c)

0.25 0G) 0G) 0G)

0.5 0c) 0c) 0G)

I 0G) 0G) 0c)

", 0 (-) 0G) 0G)

4 2l mm(#) 0c) 0G)

Laphase butano lque

0.0625 0G) 0 (-) 0G)

0.125 0G) 0 (-) 0G)

0.25 0G) 0G) 0c)

0.5 0G) 0 (-) 0G)

I 0 (-) 0c) 0G)

2 0G) 0 (-) 0G)

4 15 mm (+r) 0 (-) 0(t
La phase chloroformique

0.0625 0 (-) 0G) 0G)
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Figure 22 z Effet de trois extraits sur la souche Stapltylococcus aureus (ATCC43300) iL

concentration 4mglml.

Lardffirence utilis6 c'est un antibiotique (ciprofloxacine) A concentration d'ordre 0.05

mg/ml. Les rdzultats obtenus sont reprdsent6s dans le tableau 13 et les figures ci-dessous.

Tableau 13 : Effet d'antibiotique (ciproflaxine) sur les trois souches bact6riennes.

Eisr$m*etru ffi

0.t25 0c) 0c) 0c)

4.25 0c) 0c) 0c)

0.5 0G) 0c) 0c)

I 0G) 0c) 0G)

n 0 (-) 0 (-) 0 (-)

4 6.25 (-) 0G) 0c)

Les souches

Staphylococcus

aureus ATCC43300

Escherichio coli

ACTCC25922

Pseudomonas

aeruginos. ATCC27853

Ciprofloxacine 37 mm(#) 25mm (+-rr) 31mm(i_rr)
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Figure 23 : Effets d'antibiotique sur les trois souches bactdriennes.

Les rdsultats obtenus montrent que l'extrait acdfate d'6thyle et l'extrait butanolique

possddent une bonne activit6 inhibitrice contre Stophylococcus oureus i la concentration 4

mg/ml, avec une zone d'inhibition de 2l mm et 15 mm respectivement. Par contre aucune

activit6 remarqude pour l' extrait chloroform6e.

IV.2.3. Autre activitd

V .2.3.1. Activ it6 an ticorrosive

La mesure de perte de masse

Cette opdration a 6t6 faite par immersion des coupons de l'acier 316L dont la surface

de 1 cm2, prdalablement polies avec le papier abrasif de granulom6trie, et lav6es avec de

l'eau et de l'acdtone dans le milieu corrosif dans lequel a 6te additionnde l'inhibiteur i
diffdrentes concentration, I'immersion durera 72h pour chaque op6ration.

L'eftcacitd inhibitrice a dtd calcul6e en absence et en pr6sence d'inhibiteur selon

l'expression suivante :

EI (%): (Wo - Wi AVo) x100
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Wo : la perte de la masse en absence de I'inhibiteur.

Wt : la per0e de la masse en pr€sence de I'inhibiteur.

Les r6sultats du test soilt regroup6s dans le tableau suivant :

Tableau 14:L'effrcacitd inhibitrice avec l'absence et lapr6sence des inhibiteurs (les deux

phases).

C inntit"* enppm Laperte de lamasse (lcm2) Er(Y")

Laphase butanolique

0 0.006 I

100 0.0003 95

200 0.0008 86.66

300 0.0010 83.33

400 0.00r5 75

500 0.0019 68.33

La phase acdtate d'6thyle

100 0.0011 81.66

200 0.0004 93.33

300 0.0007 88.33

400 0.001s 75

500 0.0019 68.33

c (ppm)

Frgure 24 :L'efficacit6 inhibitrice i diffdrentes concentration des inhibiteurs (extrait

acfitate d'6thyle et I'extrait butanolique).
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D'aprds les rdsultats de cette mdthode on peut constater que la concentration de

l'inhibiteur (phase acdtate d'dthyle et phase butanolique) joue un rdle primordial pour

l'dvolution de I'efficacitd inhibirice.

On a not6 une effrcacitd meilleure e 100 ppm de l'ordre de 95% pour la phase

butanolique aussi, d200 ppm une efficacitd ramarquable de I'ordrc de 93.33%pour la phase

acfitate d'6thyle.

La polarisation potentiodynamique

Les mesures 6lectrochimiques sont rdalisdes i I'aide d'un montage constituant

d'un Potentiostat Solartron 1260 avec un logiciel CorrWare. Le potentiel appliqud d

l'dchantillon vmie de -0.6 mV e 0.8 mV. Le tableau ci-dessous regroupe les rdsultats

obtenus.

Tableau 15:Les paramdfies de la polarisation potentiodynamique avec loabsence et

la prdsence des inhibiteurs.

Concentration (ppm) -Econ (mV) Icorr (mA.cm2) rLva

Laphase butanolique

0 0,2523 0,00165 I

100 0,3352 0,000043279 97,377

200 0,3323 0,000062845 96.t9r2

300 0,3461 0.0001227 92.5636

400 0,3476 0,00013391 91,8842

500 0,3635 0,00013833 91,61&

La phase ac$tate d'6thyle

100 0,3202 0,0000674r'. 95,9127

200 0,3289 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 l'acier 316 L avec les deux phases i
diffdrentes concentrations, sont prdsentdes dans les figures suivantes.

1oo

1o'i

10.2

E 193(,
(tt
cl
tr
3ro"

1o.5

106

107
-1,0 -0,5 0 0,5

E (Volts)

1,0

Figul:e 25 : Les courbes de la polansation potentiodynamique de I'acier 316 L de la phase

butanolique i diffdrentes concenfiations.
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1or
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E
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E (Volts)

Frgure 26 : Les courbes de la polarisation potentiodynamique de l'acier 316L de la phase

- 
blsnc Hcl.cor

- 
Ac€tate 1o0ppm.cor

- 
Ac€tate 2oopprn.cor

- 
Ac€tatea)oppm.cor
Ac6tate 400ppm.cor

- 
Ac6tr6Sooppm.cor

acitate d' dthyle i diffdrentes concentrations.
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D'aprds les r6sultats obtenus dans le tableau 15. On constatons que nos inhibiteurs

prdsents des rdsultats trds encourageants pour les deux phases.

D'apr0s ces rdsultats, nous pouvons ddduire que :

L'ajout de I'extait acfitate d'6thyle au milieu corrosif provoque une diminution

d'Icorr, et nous donne une effrcacite 97.14% d 200 ppm.

Aussi L'ajout de I'exffait butanolique au milieu corrosif provoque une diminution de

la densit6 du courant de corrosion, et donne une meilleure efficacitd 97,377yo d 100 ppm.

Pour les deux phases on a enregistr6 une diminution de la densitd de courant de

corrosion (500 e 100 ppm) donc une augmentation de I'efficacitd inhibitrice.
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Chapitre M Discussion

La source principale des flavonoides que nous avons utilisde dans notre travail a et6la

plante Ranunculus repens L de la rdgion de Texenna (Jijel). Les analyses qualitatives et

quantitatives effecfu6es, ont permet d'avoir une idde sur la nature de ses principes actifs

responsables de l'activit6 biologique. Il s'agit des composis phdnoliques, en particulier les

flavonoides. On addition d ces composds laplante.R.RL contient aussi des terpenoides et des

tanins. Deplus les analyses quantitatives rdalis6s, dosage despolyphdnols ainsi que le dosage

des flavonoiides monfrent que les diffirents exnaits de.R^RL sont riches en flavono'fdes et en

polyphdnols. Nos rdsultats sont en accord avec les favaux de Dr Kebieche [8]. R6alis6s sur

R^RL de la r6gion de Chekfa (Jijel), indiquant qu'elle est contient une quantit6 frds importante

en polyphdnols et en flavono'tdes.

Dans notre travail, nous nous sommes intdress6 d 6fudier le r6le potentiel

antiradicalaire de nos exfraits en adaptant la mdthode ou DPPH'. Nos rdsultats ont montrd

que l'extrait acdtate d'6thyle prdsent un effet antiradicalaire trds puissant sur ce radical, avec

ICso25,3 pdml, confte 15.8 pglml de l'acide ascorbique I'antioxydant de r6fdrence. Aussi

nous avons notd que l'extrait butanolique et chloroformde prdsentent une capacitd

antiradicalaire moyenne parrapport d I'extrait acetate d'dthyle, avec ICso41.0 pg/ml et 98.1

pglml respectivement.

La capacitd de rdduction du fer (FRAP) est l'une des mithodes utilisdes pour la

d€&ermination de I'activitd antioxydante. Les r6sultats obtenus montrent que l'extrait acitarte

d'6thyle pr6sent une meilleure activitd rdductrice du fer avec ICso de I'ordre 125J @ml

contre 47 pglmlpour la rdf6rence.

Pour la mdthode d'ABTS, la valeur ICso de I'extrait rcfltate d'6thyle et I'extrait

butanolique est 6gale 47.9 1ry1ml,47.3 p{ml contre 18,1 pglml de l'acide ascorbique.

L'activitd antibactdrienne des extraits de ^RRL sur les souches tester, pourrait

s'expliquer par la prdsence de diffirents constituants ph6noliques, notamment les

flavono'tdes. Dans notre 6tude realisde surfois souches bactdriennes, nous avons trouv6 une

activit€ inhibitrice contre staplrylococcus aureus pour I'extraits acdtate d'6thyle, et I'exfait

butanolique, avec une zone d'inhibition de 2l mm, 15 mm, respectivement. Par confte,

aucune activitd enregistrde pour l'exffait chloroformee. Aussi aucrme astivite enregistree

pour les trois exhaits sur les autres souches.

49



Chapitre VI Discussion

Ces rdsultats sont en accord avec les travaux de Kaya [62]. R6alis6s sur R. marginatus

et R. sprunerionus montrent que les diff6rents extraits de ces plantes prdsentent une activitd

contre staphylococcus aureus.

Aussi notre r6sultats sont en accord avec les travaux de Ahlem et all [63], rdalisd sur

R. arvenisisz L. montrerit que les difftrents extraits de ces plantes prdsentent une activitd

contre staphylococcus aureus.

Les rdsultats obtenus ont confirmd I'existence de composds antimicrobiens dans

I'extraits d'acdtate d'6thyle et l'exffait butanolique , et ont validd I'utilisation de ces plantes

en mddecine traditionnelle contre les maladies infectieuses.

L'dvaluation du pouvoir inhibiteur de corrosion de I'exffait acdtate d'dthyle et

l'exhaits butanolique de rRrtl-, a itd r6alisde en utilisant deux diftrentes m6thodes : La perte

de la masse et la polarisation potentiodynamique. L'ajout de I'extrait Ac6tate d'6thyle ou

I'extrait butanolique au milieu corrosif provoque une diminution de densit6 de courant de

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

Actuellement, le concept d'une thdrapie i I'aide d'antioxydant nafurel repr6sente un

but thdrapeutique important et est d'int6r6t scientifique et public. Parmi les antioxydants

naturels les plus dtudids on cite les flavonoides de Ranunculus repens L. ces derniers sont

considdr6s comme un outil pharmaceutique important pour prdvenir la pathologie associde

aux radicale libre.

La premidre partie de ce travail a etd consacrde i l'dtude phytochimique de ,RRL, les

rdsultats obtenus montrent que les extrais de itRL prdsentent un taux important en

polyphdnols et en flavono'fdes.

Dans la deuxidme partie, nous nous sommes intdressds plus prdcis6ment d dtudier

I'effet antiradicalaire par trois m6thodes (DPPH, FRAP, ABTS) ainsi que I'activitd

antibactdrienne et anticorrosive de,RrtL. Les risultats obtenus montrent clairement que :

- L'extraitd'acdtate d'6thyle et I'extrait butanolique, pr6sentent un effet antiradicalaire

trds puissant.

- L'extrait d'acdtate d'6thyle et I'exhaitbutanolique, possddentune activitd inhibitrice

contre Staplrylococcwt aureus.

En fin nous avons examind dans ce fiavail, l'inhibition de la corrosion d'un acier Inox

316 L en milieu acide en pr6sence de I'extrait acfitate d'6thyle et I'extrait butanolique.

L'efiicacitd inhibifrice atteint la valeur maximale, 97.33 o/o pour une concentration 100 ppm

(laphase butanolique), et97.l4%pourune concentration 200 ppm (laphase acfitated'dthyle)

i tempdrature ambiante.

Ces rdzultats sont avantageux, ils ouvrent une piste dans la compr6hension du rdle joui par

les flavonoides. C€petdant, cela ndcessite des fiavaux compldmentaires, dans ce cadre nous

proposons:

- Poursuivre l'6tude chimique de laplante afin d'identifier les composies responsable

de ces activitds.

- Tester I'effet antiorydant des flavonoides de.RrtL in vivo.

- Eardier l'effet de persistance sur I'acier et 6tendre l'6tude sur d'autres matdriaux.
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