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Résumé

Les plantes médicinales ont toujours eu une place importante dans I'arsenal thérapeutique de
I'hnumanité. Dans cette recherche, nous nous sommes intéressés a I'étude phytochimique des
métabolites secondaires tels que les composes phénoliques, les flavonoides, et les tanins des
parties aériennes d'une espece du genre Plocama de la région de Hammam Melouane, qui
appartient a la famille des Rubiaceae.

Nous avons effectué dans le cadre de notre mémoire, le screening phytochimique des parties
aeriennes de la plantes et aussi pour les extraits de la plante qui sont obtenue par macération a
froid , le dosage des métabolites secondaires , les polyphénols, les flavonoides, et les tanins
condenses dans les extraits , évaluation de l'activité antioxydante par deux méthodes
différentes, le piégeage de radical libre DPPH , et le test de blanchissement de beta carotene ,
I'stude du pouvoir inhibiteur de la corrosion pour les deux extraits chloroformique et

éthanolique et on finit par I'activité antimicrobienne sur ces extraits et sur I'extrait hexanolique

Les tests de screening phytochimique des parties aériennes de la plante montre la présence des
tannins catechiques, les tannins galliques et les quinones.En parallele les tests de
caractérisation des extraits enregistrent la présence des tannins, les terpénes et les stérols.
L'analyse des taux de polyphénols, de flavonoides et de tannins condensés révele la richesse
de [I'extrait éthanolique par rapport a Il'extrait chloroformique en ce qui concerne
cesmétabolites secondaires. Les valeurs obtenues sont les suivantes : 80,78 + 3,012 pg
EAG/mg d'extrait pour les polyphénols, 67,26 + 2,11 ug EQ/mg d'extrait pour les flavonoides,
et 279 pg EC/mg d'extrait pour les tannins condensés.

En ce qui concerne I'activité antioxydante, I'extrait éthanolique présente de bons résultats par
rapport a l'extrait chloroformique. Il a montré une ICsode 1,65mg/ml dans la méthode de
DPPH et un pourcentage de 36,6% dans le test de blanchiment du B-caroténe.Enfin, en ce qui
concerne l'activité antimicrobienne, celle-ci a été testée sur cing souches bactériennes :
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus et
Salmonella Aboney, ainsi que sur deux champignons : Aspergillus Brasiliensi et Candidat
Albicans. L'extrait chloroformique a montré un effet sur ces souches et champignons, a
I'exception du Candidat Albicans.

Mot clés : La famille Rubiaceae, Screening phytochimique, macération a froid, polyphénols,

flavonoides, Tannins, activité antioxydante, la corrosion.
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Abstract

Medicinal plants have always had an important place in the therapeutic arsenal of humanity. In
this research, we were interested in the phytochemical study of secondary metabolites such as
phenolic compounds, flavonoids, and tannins of the aerial parts of a species of the genus Plocama
from the region of Hammam Melouane, which belongs to the family of the Rubiaceae. We
carried out as part of our thesis, the phytochemical screening of the aerial parts of the plants and
also for the extracts of the plant which are obtained by cold maceration, the dosage of secondary
metabolites, polyphenols, flavonoids, and tannins condensed in the extracts, evaluation of the
antioxidant activity by two different methods, DPPH free radical trapping, and the beta carotene
bleaching test, the study of the corrosion inhibiting power for the two chloroform and ethanolic
extracts and we ends with the antimicrobial activity on these extracts and on the hexanolic
extract. The phytochemical screening tests of the aerial parts of the plant show the presence of
catechic tannins, gallic tannins and quinones. In parallel, the characterization tests of the extracts
record the presence of tannins, terpenes and sterols. The determination of the levels of
polyphenols, flavonoids, and condensed tannins shows the richness of the ethanolic extract
compared to the chloroform extract of these secondary metabolites with the following values
respectively 80.78+3.012 ug EAG/mg of extract, 67.26+2.11 ug EQ/mg of extract, and 279 g
EC/mg E. For the antioxidant activity the ethanolic extract shows a good result compared to the
chloroform extract, a 1Csoof 1.65 mg/ml in the DPPH method and 36.6% in the test of beta
carotene bleaching. And finally, and concerning the antimicrobial activity it was tested on 5
bacterial strains Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Salmonella Aboney and two fungi Aspergillus Brasiliensi, Candidate Albicans, only the
hexanolic extract which has an effect on these strains and fungi except on the Candidate

Albicans.

Keywords: The Rubiaceae family, phytochemical screening, cold maceration, polyphenols,

flavonoids, tannins, antioxidant activity, corrosion.
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Introduction générale

Depuis des milliers d'années, I'humanité a utilisé diverses ressources trouvées dans son
environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Les connaissances
empiriques accumulées ont permis aux différentes civilisations de prendre les plantes comme
source essentielle de médicaments. Jusquau début du XXeme siecle, presque tous les
médicaments étaient d'origine végétale.

De nos jours, les plantes restantes une source d'inspiration pour des nouveaux COMpPOSEs
médicamenteux, selon I'Organisation mondiale de la Santé (OMS) en 2008, plus de 80% de la
population mondiale repose sur la médecine traditionnelle pour leurs besoins de soins de santé
primaires.

Les plantes médicinales sont des plantes naturelles que nous pouvons rencontrer tous les
jours. 1l a été découvert et utilise depuis XXeme siécles, en raison de ses

propriétés thérapeutiques. 1l estconsidéré comme la matiere premiere pour la fabrication de

médicaments, ainsi que l'article principal de la Pharmacopée. On peut bénéficier de ses
propriétés thérapeutiques grace a l'une de ses parties (feuille, bulbe, racine, graines, fruits,
fleurs). Ces plantes sont instinctivement sélectionnées pour détecter si elles conviennent a un
usage médicinal ou si elles sont toxiques[1].

La forme et la composition chimique de chaque plante varient en fonction du sol et de ses
conditions de croissance représentées en humidité, température et ensoleillement, nous
pouvons donc obtenir deux plantes du méme type, mais elles sont différentes en composition
chimique, en raison du lieu et des conditions de croissances [2].

Les plantes sont capables de synthétiser plusieurs substances actives qui exercent des activités
biologiques sur les cellules humaines et animales, ce dernier est représenté par des
métabolites primaires classiques (glucides, protides, lipides, acides nucléiques) et des
métabolites secondaires, plus de 12000 métabolites secondaires ont été identifiés. Ce qui ne
représente que 10% du total des métabolites végétaux.Il est utilis€ aussi dans I’industrie
alimentaire, la cosmétique et la pharmacie, Parmi ces composes on retrouve (les coumarines,
les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les terpenes et les flavonoides)[3].

En tenant compte du positionnement et des enjeux de la recherche mentionnés précédemment,
ainsi que du besoin d'identifier de nouvelles molécules a activités biologiques,
notreproblématique de recherche a été formulée. Par conséquent, nous avons décidé
d'explorer la biodiversité végétale algérienne afin de découvrir de nouvelles molécules ayant

un fort potentiel. 1l convient de noter que seule une petite partie des espéces végétales a été
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étudiée du point de vue chimique et pharmacologique, ce qui signifie que les chances de
trouver de nouveaux métabolites actifs ou de découvrir de nouvelles activités pour des
composés connus sont éleveées.

Notre travail s'inscrit dans cette perspective et se concentre sur I'étude d'une espéce du genre
Plocama, en mettant l'accent sur son endémisme et ses caractéristiques médicinales. Cette
espéce appartient a la famille des Rubiacées.

La présentation de ce mémoire se divise en trois chapitres :

Le premier chapitre consiste en une synthése bibliographique portant sur la famille des
Rubiacées, avec une attention particuliere sur le genre Plocama et ses métabolites
secondaires.

Le deuxiéme chapitre présent les travaux expérimentaux réalisés, Il comprend le criblage
phytochimique, les techniques d'extraction, les dosages des polyphénols et des flavonoides,
ainsi que la mise en évidence de l'activité antioxydante des extraits par le biais de deux
méthodes (test de DPPH, et le test de blanchissement du B-caroténe). De plus, l'activité
antimicrobienne des extraits est évaluée, et une étude sur l'activité anticorrosion est également
réalisée.

Le dernier chapitre rassemble les différentes observations et la discussion des résultats
obtenus au cours de notre étude.

Enfin, nous conclurons notre étude en résumant les principales découvertes et en mettant en

évidence les implications potentielles de nos résultats.
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I/Introduction

L'estimation du nombre total d'espéces de plantes supérieures varie entre 250 000 et 500 000,
avec une estimation générale autour de 300 000 espéces. Parmi ces espéces, environ 1% ont été
utilisees comme nourriture, tandis que prés de 10 000 ont été documentées pour leurs utilisations
médicinales. La flore algérienne compte environ 3 000 espéces appartenant a différentes familles
botaniques, dont 15% sont endémiques. Cependant, la connaissance phytochimique et
pharmacologique de la flore algérienne reste limitée.Dans la suite de notre discussion, nous nous

concentrerons sur la famille desRubiaceae et le genre Plocama.

I.1/La famille Rubiaceae
1.1.1/Définition
C'est une famille de plantes qui a été décrite par un botaniste frangais Antoine-Laurent de Jussieu
en 1789.Le mot Rubiaceae vient de mot « Rubia », qui est le nom d'un type de genre et qui
signifie « blonde » ancien nom latin de la plante de ruber, « rouge ».
Rubiaceae contient environ 13500 espéces différentes de plantes a fleurs (le caféier, la chicorée et
la garance) réparties en 611 genres, qui sont des plantes faciles a identifier en raison de leurs
feuilles opposées simples et complétes, et aussi sont des plantes bisexuées, la couleur de leurs
fruits est souvent rouge, et parfois elle peut étre orange, jaune ou noire. L'un de ses avantages les
plus importants est qu'il a une valeur économique importante [4].
I.1.2/Les Caractéristiques Botanique
Les rubiacées sont morphologiquement tres différentes, on y retrouve des plantes herbacées
annuelles comme les limnosipanea et certains grands arbres de la canopée comme Chimarrhi [5]
La plante est composée de :
% Feuilles : généralement sont opposées ou verticillées simples entiéres et stipules.
% Tige : est quadrangulaire
% Fleurs : sont en panicule, en cyme ou en capitule. L’inflorescence est généralement
assez dense [6].
¢ Fruit : produisent une baie mais beaucoup de Rubiaceae donnent des fruits secs.
% Graines : sont ailées ou non
% Racines : présentent des renflements aves des réseaux de cavités ou se trouvent des
fourmis [7]
La figure ci-dessous montre la structure botanique de la famille de Rubiaceae.
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1 : Feuilles
2 : Fleurs
3: Tiges
4 : Racines
5: Calice

6 : Etamines

7 : Ovaire

Figure (1.1): Structure botanique de la famille de Rubiaceae (Cephaelisipécacuanha) [8]

1.1.3/Classification et taxonomie
En classification classique de Cronquist (1981), les Rubiaceae et les Theligonaceae constituent
I'ordre des Rubiales [9].

Regne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Rubiales

Selon la classification phylogénétique APG (1998), et les versions ultérieures, les Rubiacées

appartiennent a I'ordre des Gentianales dans le groupe Euasterid 1 [10].

Clade Angiospermes
Clade Dicotylédones vraies
Clade Astéridées
Clade Lamiidées
Ordre Gentianales
Famille Rubiaceae

7

«+ La Famille Rubiaceae se divise en trois sous-familles :

R/

¢ Les Cinchonoideae (Gardenia, Cinchonia...)
¢ Les Coffeoideae ou Guettardoideae (Coffea, Uragoga, Richardsonia, Psychotria...)
¢ Les Rubioideae (Galium, Rubia...) [11]
1.1.4/Distribution
Les plantes appartenant a la famille des Rubiacées sont réparties dans les régions tropicales et
subtropicales, quelques-unes dans les régions tempérées et méme dans I'Arctique et I'Antarctique

[12].




Chapitre I: Revues bibliographiques

1.1.5/Composition Chimique

Tableau (1.1) : La composition chimique de la famille Rubiaceae[13-15].

Composés chimique Exemple

Acide gallique
Acide caféique

Composés phénolique totaux Acide hydrox benzoique

Tannins Les tannins catechiques

Triterpénes

Terpénoides Stérols

L’aséruloside
Le monotropéine
Héterosides L’anthraquinone
Les saponosoides

Huiles essentielles a-terpinéol, linalol, limonéne

1.1.6.L’intérét économique

Les Rubiacées jouit d'une grande importance économique, notamment en ce qui concerne le café.
« Coféier robusta » et « Coféier d’Arabie » sont parmi I'un des marchés les plus importants et les
plus rentables du monde des plantes [16]. Il y a aussi le complément alimentaire « Morinda
citrifolia », qui a une grande importance et consommation aux Etats-Unis. Etats sous forme de jus
de fruit, de jus séché ou d'extrait sec [17].

1.1.7/L’intérét biologique

L'utilisation de plusieurs plantes est motivée par leurs propriétés médicinales. Certaines espéces
végétales, telles que Cinchoneae, Ladenberrgia et Remijia, sont riches en alcaloides. Ces plantes
sont utilisées a la fois comme stimulants et antipyrétiques. Elles sont originaires d'Amérique du
Sud tropicale et peuvent également étre trouvées en Indonésie, en Inde et en Afrique.

Les Coffeoideae, d'origine africaine, comprennent des variétés telles que le Coffea arabica
d'Abyssinie, le C. liberica et le C. robusta de la Cote-d'Ivoire. Ces plantes contiennent des
quantités importantes de caféine et sont cultivées dans les tropiques, en Amérique du Sud, au
Brésil et en Amérique centrale.

La plante Ipéca (Carapichea ipecacuanha) contient trois types d'alcaloides différents dans ses
racines, a savoir I'émétine, la psychotrine et la céphéline. Cela confére a la plante diverses
caractéristiques, notamment ses propriétés vomitives et antidysentériques.

Les especes de Cinchona (Cinchona officinalis) et d'ipéca (Carapichea ipecacuanha) contiennent

la molécule de quinine, qui est le premier médicament antipaludique. Dans le sud du desert du
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Sahara, plusieurs autres especes de la famille des Rubiacées sont utilisées en médecine
traditionnelle pour traiter des affections telles que I'hépatite, I'eczéma, I'nypertension artérielle et
le diabete. Le genre Uncaria utilise également ces plantes dans le traitement des ulceres, de la
fievre, des maux de téte et des infections fongiques [18].

1.2/Le genre Plocama

Le genre Plocama appartient a la famille des Rubiaceae, c'est un genre de plantes a fleurs qui a
été découvert en 1789 par le botaniste d'origine écossaise « William Aiton », c’est un genre
monospécifique contient uniquement P.Pondula . En 2007, certaines plantes de la famille des

Rubiaceae ont été ajoutées au genre Plocama et qui appartenait a ses genres voisins (Gaillonia,

1.2.1/Les caractéristiques botaniques

Les plantes de ce genre sont des herbes ou des arbustes. lls ont généralement une odeur
désagréable lorsqu’ils sont écrasés. Les feuilles sont disposées de manicres opposées. La corolle
est en forme d’entonnoir avec une base tubulaire courte a longue. Le fruit est soit une drupe, soit
un corps qui se divise en deux parties a maturité [21].

1.2.2/Classification / taxonomie

Le genre Plocama est classé selon cette classification [22]:

Tableau (1.2): Classification de genre Plocama

Régne plantae
Sous-régne Viridiplantae
Infra-régne Streptophyta

Super-embranchement Embryophyta
Embranchement Tracheophytes
Sous-embranchement Spermatophytes
Ordre Gentianales
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Famille Rubiaceae
Sous-famille Rubiodeae
Genre Plocama

1.2.3/Distribution et habitat

Le genre Plocama est distribué des iles Canaries au nord-ouest de I’Inde. Mais il y a aussi des
plantes de ce genre trouvées dans d’autres régions comme : Plocama Reboudiana c’est une plante
des rocailles du Sahara et des pentes arides des Atlas. Plocama Calabrica est connu d’Espagne,
d’Italie (incl. Sicile), de Malte, du Monténégro, de Bosnie-Herzégovine, de Croatie, D’ Albanie,
de Grece (incl. Crete), Chypre, Turquie, Liban, Irak, Syrie, Maroc, Algérie, Tunisie et Libye.
L’absence de I’espéce en France et en Egypte est notable. Cet arbuste nain forme souvent des
tapis dans les crevasses rocheuses et se trouve le plus souvent dans les régions cotieres,
principalement a des altitudes intermédiaires mais s’étendant jusqu’a 2300 m, de préférence sur
du calcaire, mais parfois aussi sur du gypse ou de la lave [23-25].

1.2.4/Composition chimique et toxicité

Appartenant a la famille des Rubiacées, Plocama est un genre de plantes a fleurs. La poudre
séchée de racine de Plocama peut étre utilisée pour extraire des produits naturels a l'aide d'une
gamme de solvants, notamment le n-hexane, l'acétate d'éthyle, le chloroforme, I'eau et I'éthanol.
Le criblage des composés phytochimiques indique que I'extrait de chloroforme contient des
alcaloides, tandis que les anthocyanes sont présents dans l'extrait d'éthanol. L'extrait aqueux
contient des terpénoides, des flavonoides, des alcaloides et des composés phénoliques[26].
1.2.5/Activités biologiques

L'étude des espéces P. pendula et P. calabrica du genre Plocama a contribué a la découverte de
diverses activités biologiques de ce genre. Des études ont révélé leur activité antibactérienne,
antifongique, antidépressive et antioxydante. Ces découvertes ont été rapportées dans des
références scientifiques, notamment les sources [27-29]. Ces résultats mettent en évidence le
potentiel pharmacologique et thérapeutique des especes du genre Plocama et justifient davantage

la poursuite de la recherche dans ce domaine.

1.3/Dosage des métabolites
1.3.1/Polyphénols
Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires du regne végétal. Ces composés ont

un ou plusieurs groupes hydroxyle directement attachés au cycle aromatique du phénol [30]. La
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plupart des composés phénoliques se trouvent dans les feuilles, les parties ligneuses des plantes
telles que I'écorce, les tiges, les tissus floraux.

La voie la plus importante dans la biosynthése des composés phénoliques chez les plantes est la
voie du shikimate, qui produit l'acide cinnamique précurseur, qui est ensuite utilisé pour
synthétiser les principaux composés phénoliques.

Les polyphénols peuvent étre classés de différentes manieres. Ont classe les polyphénols selon le
nombre de cycles phénoliques présents et les composants structurels qui maintiennent ces cycles

ensemble, divisant les molécules en acides phénoliques, flavonoides, stilbénes etlignanes[31].
1.3.1.1/Classes des polyphénols
Les polyphénols forment un trés vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent

étreclassifiés selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbones[32].

Tableau (1.3) : Classification des polyphénols

Nombre de Squelette Classification Exemple
Carbone

7 Co — C; Acides phénols Acide gallique

8 Ce — C, Acétophenones Gallacetophenone

8 C.—cC Acide Acide p-
6 =2 phénylacétique hydroxyphénylacétique

9 Ce — C Ac_ides . Acide p-coumarique
6 73 hydroxycinnamiques

9 Ce — C3 Coumarines Esculitine

10 Co—Cy Naphtoquinones Juglone

13 Ce—C; — Cg Xanthones Mangiferine

14 Ce — C, — Cg Stilbénes Resveratrol

15 Ce — C3 — Cq Flavonoides Naringénine

1.3.1.2/Propriétés biologiques des polyphénols

Les polyphénols sont dotés de certaines activités résumees dans le tableau suivant [33]:
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Polyphénols

Acides Phénols (cinnamiques et benzoiques)

Coumarines

Flavonoides

Anthocyanes

Proanthocyanidines

Tannins galliques et catéchiques

Activités

Antibactériennes
Antifongiques
Antioxydantes

Protectrices vasculaires et antioedémateuses

Antitumorales
Anticarcinogénes
Anti-inflammatoires
Hypotenseurs et diurétiques

Antioxydantes

Protectrices capillaro-veineux

Effets stabilisants sur le collagene
Antioxydantes
Antitumorales
Antifongiques

Anti-inflammatoires

Antioxydantes

Tableau (1.4) : Activités biologiques des composés phénoliques

1.3.1.3/ Dosage des polyphénols par la méthode de Folin-Ciocalteu

Le principe de la méthode repose sur I'oxydation des composés phénoliques par le réactif de
Folin-Ciocalteu (mélange d'acides jaunes phosphotungstique (HsPW12040) et phosphomolybdique
(HsPMO12040)) en milieu alcalin. Elle a constaté que ses propriétés colorimétriques étaient
altérées en présence de polyphénols. Il réagit avec la fonction —OH des phénols [34]. Cela

conduit a la formation d'un nouveau complexe d'oxyde de tungsténe (WgO23) et de molybdéne

bleu (MogO23), qui absorbe a 760 nm.
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1.3.2/Flavonoides

A ce jour, il existe plus de 4500 représentants différents des flavonoides, constituant une large
classe de produits naturels phénoliques. Le terme flavonoides est couramment utilisé pour décrire
un grand nombre de produits naturels avec un squelette carboné Cs-C3-Cs, en particulier la
fonctionnalité phénylbenzopyrane. Ces groupes partagent souvent un précurseur commun, la
chalcone, et sont donc biogénétiqguement et structurellement apparentés [35]. Ces métabolites
représentent la majorité de la pigmentation retrouvée dans la plupart des tissus végetaux, et les
formes basiques de ces composés fonctionnent d'abord comme molécules de signalisation avant

d'évoluer dans d'autres processus comme la protection des plantes contre les rayonnements UV-

B, la croissance, le développement et la défense [36].

1.3.2.1/Les classes des Flavonoides

Les flavonoides sont composés de divers métabolites végétaux, notamment les chalcones, les

olénones, les flavanones, les isoflavones, les flavonoides, les flavonols, les leucocyanidines, les

catéchines et les anthocyanines.

Flavonols

Isoflavones

g

(0]

Flavonones

Flavan,
basic structure of flavonoids

Flavononols

l

OH

Flavan-3-ols

Anthocyanins

Chalcones
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Figure (1.3): Différentes classes de flavonoides
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1.3.2.2/Distribution et localisation

Les flavonoides sont largement présents dans les légumes a feuilles (salade, choux, épinards, etc.)
et dans la peau des fruits. Récemment, de nombreuses études ont montré que certains fruits et
Iégumes sont tres riches en flavonols, flavonoides et flavanones [37].

1.3.2.3/Dosage des flavonoides par la méthode de trichlorure d*aluminium

Le principe de cette méthode colorimétrique est qu'en présence de trichlorure daluminium
(AICl3), les flavonoides peuvent former des complexes acides jaune clairs stables avec les
groupements cétone Cs et les groupements hydroxyle Cs ou Cs des flavonoides et des flavonols
[38]. Le complexe jaunatre formé absorbe la lumiere visible a 510 nm et est mesuré par
spectrophotométrie a 430 nm.

1.3.3/Tannins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structures diverses, appréciées dans le monde
végétal, ou on les retrouve dans divers organes. Les tanins tirent leur nom de leur propriété de
provoquer la précipitation des protéines.

Les tanins ont des activités antioxydantes, anti-inflammatoires, antibactériennes et antimutagenes.
Les tanins aident également a arréter les saignements et a combattre les infections [39].

Les tanins sont principalement divisés en deux catégories [40] :

-Tanins concentrés non hydrolysables ou tanins catéchiques.

-Tanins hydrolysables.

1.3.3.1/Classification des tanins

1.3.3.1.1/Tanins galliques

Les tanins hydrolysables sont créés par estérification d'un monosaccharide avec de l'acide
gallique ou l'un de ses dérivés. Au sein de ce groupe de tanins, il y a ceux qui résultent de la
combinaison de I'acide gallique, comme les acides ellagique et chébulique [41].

1.3.3.1.2/Tanins condensés

Sont un type de tanin tres concentré et compact. Les molécules non hydrolysables appelées tanins
condenses sont constituées de polymeres flavanoliques composés principalement d'unités flavan-
3-ol telles que I'épicatéchine et la catéchine, avec une structure ressemblant a des flavonoides
mais dépourvues de composants sucrés [42].

1.3.3.2/Localisation et distribution

Les tanins se trouvent couramment dans tout le régne végétal, certaines familles, telles que les
coniferes, les fagacées et les rosacees, en ayant une abondance notable. On peut les trouver dans
une multitude d'organes, y compris, mais sans s'y limiter, I'écorce, les feuilles, les fruits et les

racines [43].

11
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1.3.3.3/Dosage des tanins par laméthode de vanilline

Nous avons utilisé la méthode a la vanilline en utilisant HCI. La méthode repose sur la réaction
de la vanilline avec les groupes flavonoides terminaux de TC et la formation de complexes
rouges, ce qui s'explique par les propriétés des tanins convertis en anthocyanes rouges par
réaction avec la

Vanilline. La teneur en tanins condensés a été déeterminée par la méthode a la vanilline décrite par
[44].

I.4/Activité biologique

1.4.1/Activité antioxydante

1.4.1.1/Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules qui transportent des électrons non appariés.
Cette propriété rend ces éléments tres réactifs puisque les électrons ont tendance a se réapparier,
déstabilisant ainsi d'autres molécules [45].

Les radicaux libres sont générés a partir de diverses sources : pollution, cigarettes, rayonnement
UV, métabolisme cellulaire (activité mitochondriale, réactions enzymatiques), inflammation et
métaux toxiques [46].

1.4.1.2/Le stress oxydatif

Est défini comme un déséquilibre dans I'équilibre entre le systeme de défense antioxydant et les
pro-oxydants [47]. Qui peut survenir en raison de la surproduction d'oxydants ou de la diminution
des défenses antioxydantes [48].

1.4.1.3/Conséquences du stress oxydatif

Le stress oxydatif provoque des dommages, entrainant divers changements biochimiques
intracellulaires tels que I'oxydation de I'ADN, des protéines et la peroxydation des lipides [49].
Le stress oxydatif est impliqué dans de nombreuses pathologies telles que le cancer, le
vieillissement accéléré. C'est I'un des facteurs de développement de maladies telles que la
maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires [50].

1.4.1.4/Les Antioxydants

Les antioxydants sont des substances qui neutralisent ou reduisent les dommages causes par les
radicaux libres dans l'organisme et aident a maintenir les concentrations de ROS non
cytotoxiques au niveau cellulaire. Au niveau cellulaire, on distingue deux lignes de défense aux
fonctions inégales pour détoxifier la cellule [51].

1.4.1.4.1/Les antioxydants enzymatiques

Le systeme enzymatique du corps humain est principalement composé de trois enzymes : la

superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase (GPx) comme indiqué dans

12
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I'étude [52]. Les enzymes travaillent ensemble pour contrer la cascade radicalaire. A I'anion
superoxydeO, — et H, 0,. Ce processus aboutit finalement a la production d'oxygéne moléculaire

et d'eau, comme le montre la figure 1.4.

. O SOD CA'l
0, () B H0,——» H,0 + 120,

~ GSH ¢ » NADP'
Y

GPx | |,|¢.[ GaPD

A
A

H:0 % "> (Ssi ~NADPH <

Figure (1.4) : Mécanisme réactionnel invoqué dans la détoxification enzymatique [53]

1.4.1.4.2/Les Antioxydants non enzymatiques

La majorité des antioxydants non enzymatiques ne sont pas produits naturellement par
I'organisme et doivent étre obtenus par apport alimentaire. Cette classification des antioxydants
comprend les oligo-éléments, ainsi que les vitamines E et C et les polyphénols [54].
1.4.1.5/Méthodes de détermination de I'activité antioxydante

1.4.1.5.1/Piégeage du radical libre DPPH

Le radical DPPH, également connu sous le nom de 2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle, est considéré
comme stable en raison de la dispersion de I'électron dans toute la molécule. Ce phénomene
donne au radical une teinte violette foncé caractéristique, avec une bande d'absorption comprise
entre 512 et 517 nanomeétres. Si un composé antioxydant donne un atome d'hydrogene au DPPH
dans une solution, le radical sera réduit en diphénylpicryl hydrazine, entrainant une perte a la fois

de ses propriétés radicalaires et de sa couleur violette. Le changement de couleur du DPPH du

NO, NO>

Er——2

DPPH" DPPH-H

violet au jaune est un indicateur de la réaction.

Figure (1.5) : Réaction d’un donneur d’hydrogéne (antioxydant) avec le radical DPPH

La technique DPPH est un test couramment utilisé en raison de sa rapidité, de sa simplicité et de

son prix abordable, ainsi que de sa capacité a fournir une mesure préliminaire de I'efficacité des

13
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composeés antioxydants. Ce test peut également quantifier I'activité antioxydant dans des systéemes
complexes pour des échantillons liquides et solides. Cependant, les résultats du test DPPH sont
fortement influencés par le milieu de réaction, car I'absorption de DPPH suite a l'interaction avec
I'échantillon analysé peut étre réduite par une gamme d'autres facteurs tels que le pH, I'oxygéne,
la lumiére et le type de solvant[55].

1.4.1.5.2/Test de blanchissement du p-caroténe

Cette méthode particuliere d'évaluation rapide des antioxydants est basée sur le principe que
I'acide linoléique d'acide gras insaturé dans un systéme d'émulsion aqueuse produit des radicaux
libres. Ces radicaux provoquent l'oxydation de la molécule de p-carotene hautement insaturée
(comme le montre la Figure 1.9), entrainant la disparition de sa couleur rouge. Cette décoloration

est suivie a travers un spectrophotometre réglé sur 470 nm [56].

HsC

Figure (1.6):Structure de la molécule du B-carotene

Cette technique particuliére est non seulement rapide mais également simple, et elle présente
l'avantage supplémentaire d'étre compatible avec la chromatographie sur couche mince. Les
résultats obtenus par cette méthode sont trés satisfaits [57].

1.4.2/Activité anticorrosion

Le terme "corrosion" est une définition simple de la réaction entre un métal et son environnement
environnant. Le principal facteur qui détermine la longévité d'une structure métallique est le taux
de corrosion. L'acceptabilité d'un taux de corrosion particulier est déterminée par divers facteurs,
notamment I'épaisseur du métal, I'usage prévu et la durée de vie de la structure métallique, ainsi
que les effets des produits de corrosion sur I'environnement [58]. La corrosion dans le domaine
de l'ingénierie de la corrosion est définie comme la réponse d'un métal ou d'un matériau structurel
avec son environnement, entrainant la dégradation des propriétés du matériau. Cette définitionest

présentée dans la source [59].
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1.4.2.1/Types de corrosion
La corrosion peut se développer suivant différents processus induisant plusieurs types de
corrosion
1.4.2.1.1/Corrosion chimique
C'est une réaction chimique pure entre une surface métallique et un liquide ou un liquide gaz. Il
implique généralement la conversion des métaux en oxydes, formant ainsi Couche de surface. La
corrosion est dite séche lorsque les réactifs sont gazeux [60].
1.4.2.1.2/Corrosion biochimique
La biocorrosion correspond & une attaque bactérienne sur les matériaux Métaux, en particulier
dans les pipelines enterrés et les réservoirs de stockage. Ceci est di au fait Principalement
exposition aux sécrétions de micro-organismes présents dans I'environnement avec du métal [61].
1.4.2.1.3/Corrosion électrochimique
C'est une réaction électrochimique entre la surface d'un matériau et un liquideélectrolyte. Elle
s'accompagne de la formation d'amas, qui sont des lieux de circulation courant [62].
1.4.2.2/L’inhibiteur
Le terme « inhiber » trouve ses racines dans le mot latin « Inhibere », qui se traduit par « arrété
pour se retenir ». Le terme "inhibition" est utilisé dans les domaines de la chimie et de
lacorrosiondepuisl'année 1907.
Selon la National Association of Corrosion Engineers (NACE), un inhibiteur est une substance
chimique qui, lorsqu'elle est ajoutée a faible concentration dans un environnement corrosif,
retarde la corrosion [63].
Un inhibiteur est efficace s’il satisfait un certain nombre de criteres [60]:

% Réduit la vitesse de corrosion des métaux sans affecter le milieu ni les propriétés

physico-chimiques du métal.
% Stable aux températures de fonctionnement et en présence d'autres composants dans
I'environnement, en particulier les agents oxydants.

%+ Soluble et dispersible dans le milieu.

% Efficace a faible concentration.

% Répond aux normes non toxiques.

% Bon marché.
1.4.2.3/Les inhibiteurs verts de corrosion
De nombreux chercheurs se sont penchés sur la possibilite d'utiliser des substances a base de
plantes comme agents qui inhibent la corrosion des métaux lorsqu'ils sont exposés a divers

environnements hostiles. Les plantes sont un groupe complexe de substances avec une variété de
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caractéristiques physiques, chimiques et biologiques. Les extraits derivés de ces composés sont
fréeguemment utilisés dans l'industrie médicale, en particulier dans la creation de produits
pharmaceutiques. L'un des aspects les plus attrayants de ces extraits est leur nature respectueuse
de I'environnement, ainsi que leur non-toxicité, leur prix abordable et leur biodégradabilite,
comme en témoigne une étude récente [64].

Les composes organiques présents dans les extraits de plantes ont diverses propriétés qui les
rendent trés efficaces pour créer des films protecteurs sur les surfaces métalliques par adsorption.
Il existe des parametres structurels spécifiques qui peuvent avoir un impact sur I'efficacité des
inhibiteurs organiques. Ces parametres comprennent la structure géométrique de la molécule, la
longueur de sa chaine carbonée, le type de liaison présente, la capacité de la molécule a former
une couche continue ou une liaison chimique sur la surface métallique, le potentiel de réaction et
de création d'un complexe avec des atomes métalliques ou des ions, et la force de la liaison
formée avec la surface métallique [65].

A I'heure actuelle, il existe plus de 4 000 articles relatifs a l'utilisation d'extraits naturels de
plantes provenant de diverses parties de plantes (telles que les tiges et les feuilles) comme
méthode de prévention de la corrosion dans divers environnements hostiles qui affectent les
métaux et les alliages.

1.4.2.4/Adsorption physique

La charge du métal est déterminée par la position de son potentiel de corrosion par rapport a son
potentiel de charge nulle. Si le potentiel de corrosion du métal a une valeur inférieure a son
potentiel de charge nulle, I'adsorption des cations a lieu, alors que les anions sont adsorbés
lorsque le potentiel de corrosion du métal est dans la région de potentiel positif concernant son

potentiel de charge nulle [65].

Molécules adsorbables
N Molécules adsorbées (adsorbat)

Surface métallique
(absorbant)

b Interaction adsorbat /adsorbat 1 Interaction adsorbat /adsorbant

Figure (1.7) : Schéma descriptif de 1°adsorption physique[66]
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1.4.2.5/Adsorption chimique (Chimisorption)

Cette adsorption s‘accompagne d‘une profonde modification de la répartition des charges
électroniques des molécules adsorbées, les forces mises en jeu sont de méme type que celles qui
sont impliquées, lors de la formation des liaisons chimiques. Il est évident que le transfert des
électrons sera favorisé par la présence de liaisons multiples, d‘hétéroatomes et par la présence de
substituant doués d‘effet donneur [65].

1.4.3/Activité antibactériennes

1.4.3.1/Généralités

Les antibiotiques sont la pierre angulaire du traitement des infections bactériennes. Cependant,
l'utilisation généralisée et parfois inappropriée de ces médicaments peut entrainer I'émergence de
souches multirésistantes. Cela souligne I'importance de concentrer les efforts de recherche sur
I'identification de nouvelles voies qui peuvent servir d'inspiration pour le développement de
médecines alternatives a base de plantes.

1.4.3.2/Les principales substances antibactériennes

1.4.3.2.1/Les antibiotiques

Un antibiotique est une substance qui est de nature naturelle, semi-synthétique ou synthétique et
qui possede des propriétés antibactériennes. Il a la capacité de cibler et de perturber les
mécanismes vitaux des germes, entrainant I'inhibition de leur croissance ou leur élimination
spécifique, méme lorsqu'il est administré a faible dose [67].

1.4.3.2.2/Les composés phénoliques

Les micro-organismes sont connus pour étre vulnérables aux polyphénols, en particulier les
flavonoides et les tanins, en raison de leurs propriétés toxiques. Cette toxicité est liée a
I'inhibition des enzymes hydrolytiques ou a d'autres méthodes de neutralisation des adhésines
microbiennes, du transport et des protéines de I'enveloppe cellulaire [68].
Les polyphénols ont d'autres moyens d'exercer leurs effets, notamment le confinement du substrat
de croissance essentiel pour les micro-organismes et I'entrave au métabolisme microbien [69].
1.4.3.3. Méthodes de détermination de I’activité antibactérienne

L'activité antibactérienne des materials peut étre démontrée in vitro par un nombre de technologie
standard dans des milieux solides et liquidités [70].

1.4.3.3.1. Aromatogramme

La technique utilisée pour I'aromagramme est dérivée de lI'antibiogramme, méthode employée en
bactériologie médicale. Cette méthode est également connue sous le nom de méthode de diffusion
ou du disque en milieu gelosé. [71].
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Pour effectuer la technique, il faut utiliser des disques de papier qui ont été trempes dans les
substances a examiner. Ces disques doivent ensuite étre placés sur une surface de gélose qui a été
uniformément inoculée avec une suspension des bactéries observées. Une fois la période
d'incubation terminée, des colonies apparaissenta la surface de la gélose. Il y aura une zone
d'inhibition autour du disque, son diameétre indiquant la sensibilité de la souche a I'antibiotique.
Un plus grand diametre suggére une plus grande sensibilité, tandis qu'un plus petit indique la
résistance de la bactérie, selon les études de [72,73].

1.4.3.3.2/Méthode de dilution

Pour déterminer les concentrations minimales inhibitrices, la méthode de dilution est couramment
employeée. Les extraits sont introduits dans le milieu de culture dans des volumes précis pour
atteindre des concentrations spécifiques. Ensuite, des micro-organismes sont introduits dans le
milieu et celui-ci est incubé. La CMI est déterminée aprés la période d'incubation. Le degré
d'inhibition peut étre déterminé visuellement ou a l'aide d'un spectrophotometre, le niveau de
turbidité dans le milieu indiquant le degré d'inhibition [74]. Ce processus a été déecrit pour la
premiére fois par [75].

I.4.4/Activité antifongique

Les substances qui ont la capacité d'éliminer sélectivement les champignons sont appelées
antifongiques, et elles sont d'origine naturelle, et elles peuvent rencontrer de nombreux
champignons en mycologie. Ces traitements peuvent étre administrés soit de maniere localisée,

soit de maniere généralisée [76].

|.4.4/Relation entre I’activité antifongique et les métabolites secondaires

Difféerents types de plantes sont connus depuis longtemps pour leur efficacité agents
antibactériens. Composition riche en plantes aromatiques et médicinales (MAP) des ressources
naturelles d'une telle importance que leur valorisation nécessite une parfaite connaissance de
leurs propriétés De se démarquer. Les propriétés médicales des plantes médicinales dépendent de
la présence de divers agents bioactifs appartenant a différentes classes chimiques [77]. Les
plantes produisent des composes secondaires (terpenes, composés soufres, alcools etc.), sont
géneralement considérés comme des défenses des plantes contre divers organismes devalorisés.
Ces composés secondaires sont appelés métabolites secondaires. Les extraits de plantes
apparaissent comme l'une des alternatives c'est le plus efficace contre les maladies des plantes et
le moins nocif pour le corps humain etl’environnement [78]. Alors que les métabolites

secondaires ont un effet antifongique.
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1.5/Conclusion

Les résultats de notre recherche bibliographique sur la famille Rubiaceae ont éveillé notre intérét
en raison de la richesse de la plante que nous étudions, et cela nous a motivés a approfondir nos
recherches sur I'étude phytochimique et biologique d'une espéce du genre Plocama, qui est un

membre significatif de cette vaste famille.
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II/Introduction

Cette partie de 1'étude porte sur 1'analyse de la composition chimique des parties aériennes d'une
espéce du genre Plocama. Elle comprend les étapes suivantes : le screening phytochimique, le
dosage des tanins condensés, le dosage des flavonoides, ainsi que l'évaluation de l'activité
oxydante et antibactérienne des différents extraits de cette plante.

Toutes ces analyses ont été réalisées dans les laboratoires pédagogiques du département de
chimie de la faculté des sciences de 1'universit¢ Saad Dahleb-Blida, ainsi que dans le laboratoire
d'hygiene-Faroudja-Blida.

II.1/Matériel végétale

Le matériel végétal qui a été utilisé au cours de notre étude est la partie aérienne d'une espéce du
genre Plocama récolté en mois de juin 2022 dans la région de "Hammam Melouane" au sud de la
wilaya de "Blida". Aprés la récolte les parties utilisées de la plante (feuilles et tiges) ont été
séchées dans un endroit bien aéré a une température ambiante et a I'obscurité pour éviter toute
modification ou dégradation des constituants présents

Apres le séchage, ces parties ont été découpés en petits morceaux, puis soumises a des extractions
afin d'extraire les différentes classes de composés chimiques contenues dans notre plante pour des

tests phytochimique et biologiques.

I1.2/ Présentation de la région d'étude
Hammam Melouane est un village situé a latitude 36.48° Nord et 3.05°Est. Au sud de la wilaya
de Blida, a environ 30 km a l'est de Blidaet a environ 40 km au sud d'Algeret a environ

47 km au nord-est de Médéa. La région a un climat méditerranéen avec été chaud (Csa) [1].
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Figure (II.1) : carte géographique de la région d'¢tude Hammam Melouane wilaya de
Blida
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I1.3/Procédé d'extraction

I1.3.1/Préparation des extraits secs

Les extraits végétaux étudiés sont obtenus par une méthode d'extraction appelée macération a
froid. Cette méthode solide-liquide consiste a mettre en contact une matiere végétale solide avec
un solvant d'extraction liquide. Dans ce cas, 200 g de plante séchée et broyée ont été¢ pesés et
mélangés avec trois solvants choisis par ordre de polarit¢é pour l'extraction : 1000 ml de
cyclohexane, 1000 ml de chloroforme et 1000 ml d'éthanol. Chaque macération dure 24 heures

(Figure I1.2). Les macérats obtenus sont ensuite filtrés a I'aide de coton, puis ils sont soumis a une

évaporation sous pression réduite a l'aide d'un évaporateur rotatif (Figure I1.3).

i = . ]

B

Figure (IL.2) : Macération Figure (I1.3) V: Evaporation

Le protocole d’extraction est résumé dans I’organigramme (Figure 11.4) montrant les différentes

¢tapes du processus d’extraction.
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Matiére végétale

Macération au cyclhexane 24h

e Filtration
| |
Residue végétal Filtrat 1
* macération au
chloroforme 24h —
e Filtration * Evaporation a 35°C
I ! extrait
Residue cyclohexanolique
Filtrat 2 végétal m=0.72g

* Evaporation a

e Macération au
40°C

— éthanol 24 h
o Filtration

o

Filtrat 3

e Evaporation a
40°C

Figure 11.4 : protocole d’extraction de l'espece étudiée
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I1.3.2/ Détermination de rendement
Le rendement en extrait sec est défini comme le rapport de la masse d'extrait sec récupéré sur la

masse de matiere végétale traitée en grammes. Il est calculé selon la formule suivante :_

R (%) = <100

Avec :

R : le rendement exprimé en pourcentage (%)
M : la masse de I'extrait sec (en gramme)
M, :la masse de maticre végétale initiale utilisé pour l'extraction (en gramme)
I1.4/Analyse qualitative
I1.4.1/Le screening phytochimique
Le screening phytochimique ou criblage est un ensemble de méthodes et de techniques de
préparation et d'analyse des substances organiques naturelles des végétaux.
Le but ultime de la recherche sur les plantes médicinales est souvent l'isolement d'un ou plusieurs
composés responsables d'une activité spécifique de la plante. De ce point de vue, les techniques
générales de criblage phytochimique peuvent étre d'une grande aide. Ces techniques permettent
de détecter la présence dans les plantes de produits appartenant a des classes de composés
normalement actifs physiologiquement. [2]
Le principe est basé sur des réactions de coloration et/ou de précipitation et la formation de
complexes colorés et insolubles. Des réactifs appropriés sont responsables a la coloration
observée. [3]
On fait I'analyse par deux méthodes :
I1.4.1.1/screening phytochimique de la partie aérienne de la plante
Pour effectuer ce criblage phytochimique on doit préparer des extraits par une extraction solide-
liquide des parties aériennes de la plante du genre Plocama dans des solvants polaires et
apolaires, quatre extraits sont obtenus : I’extrait hydroéthanolique (HA), I’extrait chloroformique
(C), extrait éthérique (E) et I’extrait sulfurique (S) (Figure 4)
I1.4.1.1.1/Préparation de I’extrait hydroéthanolique (HA)
On met dans un erlenmeyer :

+ 10g du matériel végétal.

+ 100 ml de mélange éthanol / eau (70/30).

+ Apres 24 h et filtration de filtrat, on obtient une solution de I’extrait hydroéthanolique

(HA).
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I1.4.1.1.2/Préparation de I’extrait chloroformique (C)
On met dans un erlenmeyer :
+ 10g du matériel végétal (Broyée).
+ 100 ml de chloroforme.
+ Filtration de I’extrait chloroformique aprés 24 h. On obtient une solution de I’extrait
chloroformique (C).
11.4.1.1.3/ Préparation de I’extrait éthérique (E)
On met dans un erlenmeyer :
+ 10g du matériel végétal (Broyée).
+ 100 ml éther de pétrole.
4 Filtration de I’extrait éthérique aprés 24 h, on obtient une solution de I’extrait éthérique
(E).
11.4.1.1.4/Préparation de I’extrait sulfurique (S)
On met dans un erlenmeyer :
+ 0,2 g du matériel végétal (Broyée).
+ 10 ml de I’acide sulfurique.

+ Agitation pendant 2 minutes et filtration. On obtient une solution de I’extrait sulfurique

(S).

Figuré (IL5) : Préparation des extraits pour le screening

‘ Aprés 24 H puis filtration ‘

s

Figure (I1.6) : Les extraitrés filtration
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11.4.1.1.5/Différentes classes recherchées
I1.4.1.1.5.a/Tannins
Dans 2 tubes ou chacun contenant 2 ml de I'extrait hydroéthanolique, quelques gouttes de gélatine
a 1% ont été ajoutées dans le premier tube, et quelques gouttes de chlorure ferrique (FeCls, 1%)
dans le second. L’apparition d’une couleur bleu noir indique la présence des tannins galliques, et
qui vire vers le brun verdatre montre la présence des tannins catechiques dans l'extrait, avec
observation d'un précipité pour le test de gélatine [4].
11.4.1.1.5.b/ Quinones
Quelques gouttes d’une solution d’hydroxyde de sodium (NaOH, 10%) sont ajoutées a 2 ml de
l'extrait éthérique. Apres agitation, un changement de couleur de la phase aqueuse vers le jaune,
rouge ou violette indique la présence des quinones [5].
11.4.1.1.5.c/Anthraquinones
A 2 ml de l'extrait chloroformique, on ajoute quelques gouttes d'une solution d'hydroxyde de
potassium (KOH, 10%). L’apparition d'une couleur rouge dans la phase aqueuse indique un test
positif [6].
11.4.1.2/Screening phytochimique des extraits
Pour chaque test les différents extraits sont solubilisés dans 1ml de méthanol.
11.4.1.2.1/Détection des tannins :

Une solution de FeClsdiluée a 5% dans de I’éthanol est ajoutée a un tube a essai qui contient une
quantité de I’extrait et d’eau. L apparition d’une couleur verte indique la présence des tannins. [7]
11.4.1.2.2/Détection des terpénes
Dans un tube a essai contenant une quantité de I’extrait est ajouté 0.5 ml de chloroforme et 0.5 ml
d’anhydride acétique, aprés dissolution il est ajout¢ ImL d’acide sulfurique concentré. La
réaction est effectuée a froid. La formation d’un anneau rouge brunatre ou violet traduit la
présence des terpenes. [8]
11.4.1.2.3/Détection des Saponosides (test de la mousse)

Dans un tube a essai, une quantité¢ de bicarbonates de sodium et d’eau est ajoutée a quelques
milligrammes d’extrait, le mélange est ensuite agité.

La présence de Saponosides se manifeste par I’apparition d’'une mousse sous la forme d’alvéoles

de miel stable. [9]
11.4.1.2.4/Détection des stérols (test de Salkowski)

La mise en évidence des stérols se fait en ajoutant 2 ml de chloroforme dans quelques

milligrammes de I’extrait, puis 2 ml de H>SO,4 concentré. Le mélange est secoué puis laissé au
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repos quelques minutes. L’apparition de la couleur rouge dans la couche chloroforme indique la
présence des stérols. [8]

11.4.1.2.5/Détection des anthraquinones

Une solution chloroforme/éther de pétrole est préparée dans les proportions (1:1). Quelques
millilitres de la solution précédente sont ajoutés a un tube a essai qui contient déja une quantité de
I’extrait, puis quelques gouttes de NaOH sont ajoutées. L apparition d’une couleur rouge indique
la présence des Anthraquinones. [10]

11.4.1.2.6/Détection des sucres : (test de Fehling)

Dans un tube a essai une quantité d’extrait est ajoutée a ImL de méthanol, ensuite 1mL de
solution de Fehling est ajouté au mélange précédent. Le tube a essai est placé dans un Bain Marie
qui contient de I’eau bouillante pendant 8 minutes. L’apparition d’un précipité rouge brique
indique la présence des sucres. [11]

I1.5/Analyse quantitative

I1.5.1/Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols dans les extraits végétaux a ét¢ déterminée par la méthode de Folin-
Ciocalteu. Dans des tubes a essai 200ul de chaque extrait dilu¢ dans 1'éthanol a concentration (2.5
mg/ml) pour l'extrait éthanolique et (Smg/ml) pour l'extrait chloroformique a été ajoutés avec 1ml
de FRC (réactif de Folin-Ciocalteu) diluée dans 1'eau distillé (1:10). Apres 4 min un volume de
800 pl d'une solution aqueuse de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont additionnés. Ensuite Les
tubes sont incubés a 1’obscurité, a température ambiante pendant 2 heures et 1'absorbance est
mesurée a 765 nm contre un blanc qui contient de I'éthanol au lieu d'échantillon.

L'acide gallique (0 - 70pg/ml) est utilis€ comme une référence pour tracer la courbe d'étalonnage
(Figure I1.7), a partir de laquelle la concentration des polyphénols totaux dans les différents

extraits est calculée par 1'équation suivante : [12]

CxV

Teneur en polyphénols =

Ou
C : concentration d'acide gallique (pg/ml)
V : volume de solution d'extrait (ml)

M : masse d'extrait (mg)
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Acide galique
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Figure (I1.7) : Courbe d'étalonnage d'acide gallique

Les résultats sont exprimés en microgrammes d'équivalent acide gallique par milligramme
d'extrait (ug EAG/mg extrait).

I1.5.2/Dosage des Flavonoides totaux

La teneur en flavonoides totaux a ¢été déterminée par la méthode au trichlorure d'aluminium
(AICIL5) décrite par [13] avec quelques modifications. Ajouter 50 pl de solution hydroéthanolique
d'AICl; (10 %) a 1 ml de chaque extrait dilu¢ dans 1'éthanol (2.5 mg/ml éthanol, Smg/ml
chloroforme). Ensuite, 50 pl d'une solution éthanolique d'acétate de sodium (1M) et 1,4 ml d'eau
distillée ont été ajoutés. Apres incubation pendant 1 h a température ambiante, 1'absorbance a été
mesurée a 420 nm contre un blanc contenant de I'é¢thanol a la place de I'échantillon.

La quercétine (0 - 30 pg/ml) a été utilisée comme standard pour établir la courbe d'étalonnage
(Figure I1.8), a partir de laquelle la concentration des flavonoides totaux dans les différents

extraits est calculée par 1'équation suivante [13]:

CxV

Teneur en flavonoides =

Ou
C : concentration de la quercétine (pg/ml)
V : volume de solution d'extrait (ml)

M : masse d'extrait (mg)
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Quercétine

1

0.8 f(x) = 0.027717077300821 x + 0.007370967741936
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Figure (IL.8) : Courbe d'étalonnage de la quercétine

Les résultats sont exprimés en microgrammes d'équivalent quercétine par milligramme d'extrait
(ng EQ/mg extrait).

I1.5.3/Dosage des tanins condensés

Les teneurs en tanins condensés sont déterminés par la méthode de la vanilline avec HCI. Elle est
décrite par [14].

Ajouter un volume de 50 pl de chaque extrait a 1500 pl d'une solution de vanilline/méthanol a 4
% et mélanger vigoureusement. Ensuite, un volume de 750 pl de 1'acide chlorhydrique concentré
(HCl) a été ajouté. Le mélange résultant a été mis a réagir a température ambiante pendant 20
minutes. Mesurer 'absorbance a 550 nm par rapport a un blanc qui contient de méthanol au lieu
de I'extrait.

Différentes concentrations entre 0 et 250 pg/ml préparées a partir de solutions meéres de catéchine
permettront de tracer une courbe d'étalonnage. A partir de cette courbe on peut calculer la teneur
en tanins condensés par 1'équation suivante [14]:

CxV

Teneur en Tanins =

Ou
C : concentration de la catéchine (ng/ml)
V : volume de solution d'extrait (ml)

M : masse d'extrait (mg)
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Catéchine
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Figure (I1.9) : Courbe d'étalonnage de la catéchine

Les résultats sont exprimés en microgrammes d'équivalent catéchine par milligramme d'extrait

(ng EC/mg extrait).

I1.6/Etude de 'activité anti oxydante
11.6.1/Méthode de DPPH (piégeage des radicaux libres)

L'é¢tude de l'activité¢ de piégeage des radicaux libres DPPH était effectuée avec quelque
modifications selon le protocole expérimental de [15].
Un volume de 400ul de chaque extrait a différentes dilutions dans I'éthanol (chloroformique,
¢thanolique) a été ajoutés a 1600 ul d'une solution de DPPH diluée dans 1'éthanol a concentration
de 0.03mg/ml préparé dans les mémes conditions avec les dilutions des extraits. Le mélange a été
incube a l'obscurité et a température ambiante pendant 30 min. apres cette durée les absorbances
sont mesurées a une longueur d'onde de 517nm contre un blanc qui est 1'éthanol. Le contrdle
négatif contient tous les réactifs a I’exception de I’extrait a tester qui a été remplacé par un
volume égal de 1'éthanol. On note que chaque test fait I'objet de 3 répétitions.
La solution a différentes concentrations (0 — 0.2 mg/ml) de I’antioxydant de référence (acide
ascorbique) représente le témoin positif qui subit les mémes conditions expérimentales.

Le pourcentage d'activité piégeant les radicaux DPPH de chaque extrait a été calculé comme suit
[16]:

|Z’échantillon|

comrore] X 1004

Inhibition % = | congrere| —
|(’contr61e
Avec : 1% : Pourcentage d’inhibition de DPPH®

Abs contrdle : L'absorbance du controle négatif .

Abs Echantillon : Absorbance de I’extrait.
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I1.6.2/Test de blanchissement du p-carotene

La méthode décrite par [16], était utilisés pour réaliser le test de blanchissement de B-caroténe
avec quelques modifications. 2mg de béta caroténe sont dissout dans 10ml de chloroforme, cette
solution a été ajoutés a 20 mg d'acide linoléique et 200 mg de Tween 40 pour former une
émulsion. Apres I'évaporation de chloroforme sous vide, un volume de 100ml d'eau distill¢ a été
additionnée sous agitation. 4,8ml de I'émulsion formée ont été versés dans des tubes a essai qui
contient 0.2ml de chaque extrait dilué¢ dans 1'éthanol (éthanolique, chloroformique) apres
agitation les tubes sont placés dans un bain-marie & 50°C pendant 2h et la cinétique de la
décoloration de I'émulsion est suivie par mesure de I'absorbance a 470 nm pendant des intervalles
de temps : 30 min, 1h, 1 :30h et 2h.

Les mémes étapes sont réalisées pour ce qui concerne le contréle positif qui contient le BHT
(0.1 mg/ml) et pour le controle négatif qui contient de 1'éthanol au lieu d'échantillon.

Le pourcentage de I'activité antioxydante est calculé en utilisant 1'équation suivante [17]:

AA%=(

Avec : AA% : activité antioxydante %
Abs échantillon t=0 : Absorbance de 1'échantillon a t=0
Abs échantillon t=120 : Absorbance de 1'échantillon a t=120 min
Abs contrdle t=0 : Absorbance du blanc a t=0
Abs contréle t=120 : Absorbance du blanc a t=120 min.

I1.7/Etude de 1'effet inhibiteur de corrosion des extraits :
I1.7.1Etude gravimétrique :

Le but de notre étude était de déterminer le comportement de 1'acier XC48 vis-a-vis des
phénomeénes de corrosion uniforme en milieu acide HCI en présence et sans inhibiteur.
I1.7.1.1/ Matériel utilisé :
Nous avons apporté une piece d'acier XC48 fournie par la sociét¢ "TRAFILIX industrie pro
distributeur" (Boufarik —Blida).
La piéce était découpée en petites morceaux identiques des dimensions (1.4; 1.4; 0.4) cm, Dans la
société de fabrications de pieces mécaniques ‘* MK industrie >’ (Beni Tamou —Blida).
La composition chimique et massique de I'électrode utilisé qui est un acier XC48 est donné dans
le tableau suivant :

Tableau (II.1) : composition chimique de métal étudié¢

30



Chapitre 11 Matériels et méthodes

Elément C S Fe P Si Mn Cr Mo Ni | Cr+Mo+Ni

%massique | 0.425 | 0.025 | 97.55 | 0.013 | 0.226 | 0.735 | 0.29 | 0.0530 | 0.19 0.365

I1.7.1.2/Préparation des surfaces des métaux

Apres avoir découpé le métal, on passe au polissage afin d'éliminer les pellicules d'oxyde et aussi
les différents dépots qui se forment sur la surface des piéces métalliques pour avoir un bel aspect
brillant, qui peut donner un effet miroir. Ce polissage se fait a I'aide d'une polisseuse sous jet
d'eau de type « Minitech 233 », en utilisant du papier abrasif a différents granulométries

240,400,600 et 800pm.

Figure (IL.11) : la piece XC48 avant et apres le polissage.

I1.7.3/Solution corrosive
Pour obtenir une solution de HCI 1M, on fait une dilution de la solution commercialisée

concentrée de densité d=1.18 et de pourcentage en masse de 37%.
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Dans une fiole jaugée de 500ml on verse une petite quantité d'eau distillée aprés on verse un
volume de 41.6 ml de HCI concentrée et on termine par l'eau distillée jusqu'a le trait de jauge.
I1.7.3.1/Préparation des solutions diluées

Les solutions diluées sont préparées dans des béchers de 100 ml ou les différentes concentrations
en ppm (500,1000,1500et 2000) des extraits éthanolique et chloroformique de I'espéce du genre
Plocama ont été préparés par dilution dans 30 ml de HCI 1M et 10 ml d'eau distillée. On ajout un
5éme bécher qui contient les mémes composés précédents mais sans extraits.

Aprées avoir préparées les solutions diluées, les pieces métalliques sont fixées avec des files fixés

avec des tiges en bois le tout est introduites dans les béchers des solutions diluées.

Figure (I1.12) : les pi¢ces métalliques sont émergées dans les solutions diluées

La vitesse moyenne de la corrosion (V) en présence et en absence d'inhibiteur est calculée

par la formule suivante :

__mi—mf

9
Vcorr _T ( 2 e h)

cm

V ot Vitesse de corrosion
m;: masse initiale du l'acier
m,: masse finale du I'acier

s: surface du l'acier

t: temps d'émersion

L'efficacité inhibitrice E (%) du composé synthétisé est déterminée en utilisant 1'équation

suivante :

w__—WwW_ .
E = corr corr(inh) % 100

w

corr

Ou We et W, i sont les vitesses de corrosion de I'échantillon aprés immersion dans la

solution respectivement sans et avec inhibiteur.
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I1.8/Activité antibactérienne et antifongique in vitro :

I1.8.1/Matériel bactérienne :

Les extraits végétaux de L'espéce du genre Plocama était testé par cinq bactéries dans le cadre de
recherche de l'activité antibactérienne.

Les cinq bactéries utilisées sont : Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 6538, et Salmonelle aboney
NCTC 6017 de référence sous forme de lots "American Type Culture Collection" et "National
Collection of Type Cultures ". Toutes les souches bactériennes ont été choisies par leurs
fréquences ¢élevées de contamination et leur pathogénicité dominante. Ces souches sont fournies

par laboratoires d'hygiene et de microbiologies de I'établissement hospitaliere de "Ferroudja" dans

la wilaya de Blida.
Tableau (I1.2) : Souches bactériennes testés et leurs provenances.
Souches Forme | Gram Code Provenances
Bacille - ATCC 8739 Laboratoire de Controle
. Microbiologique du groupe
ESC’L‘;’)’;”."’”“ PHARMALLIANCE-ALGER
Bacille - ATCC 9027 Laboratoire de Controle
Pseudomonas Microbiologique du groupe
aeruginosa PHARMALLIANCE-ALGER
Bacille + ATCC6633 Laboratoire de Contrdle
Bacillus Microbiologique du groupe
subtilis PHARMALLIANCE-ALGER
Cocci + ATCC 6538 Laboratoire de Contrdle
Staphylococcus Microbiologique du groupe
aureus PHARMALLIANCE-ALGER
Bacille - NCTC 6017 Laboratoire de Controle
Salmonelle Microbiologique du groupe
aboney PHARMALLIANCE-ALGER

11.8.2/Matériels fongiques
Les deux champignons utilisés pour l'activité antifongique sont Aspergillus brasiliensi ATCC
16404, et Candidat albicans ATCC 10231. Ces souches sont fournies par Laboratoires d'hygiéne

et de microbiologies de 1'établissement hospitaliére de "Ferroudja" dans la wilaya de Blida.
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Tableau (I1.3) : Les champignons testés et leurs provenances

Champignon Code Provenance
Aspercillus Laboratoire de Controle Microbiologique du groupe
PETSTHUS — ATCC16404 PHARMALLIANCE-ALGER
brasiliensis
Candida Laboratoire de Contrdle Microbiologique du groupe

. ATCC10231 PHARMALLIANCE-ALGER
albicans

I1.8.3/ Préparation des extraits

Dans I'étude de l'activité antibactérienne, deux concentrations différentes sont utilisées : 20
mg/ml et 50 mg/ml pour les trois extraits (éthanolique, chloroformique et cyclohexanique).
Cependant, dans l'activité antifongique, une seule concentration de 20 mg/ml a été choisie pour

chaque extrait (éthanolique, chloroformique et cyclohexanique).

11.8.4/ Tests microbiologique : Méthode de diffusion en milieu gélosé

Le test de sensibilité des bactéries est réalisé par la méthode de diffusion en milieu gélosé (milieu
MUELLER HINTON pour les bactéries et milieu GELOSE SABOURAUD pour les
champignons), cette méthode appelée aussi la méthode des disques [18-19] dont le principe est
inspiré de l'antibiogramme visant a tester la sensibilit¢ des souches bactérienne et les
champignons par diffusion en milieu solide.

Dans des boites de pétries stériles, 20 ml de gélose (Mueller Hinton et Sabouraud) sont coulés et
laissés jusqu'au la solidification. Apres le changement d'état physique et a 'aide des écouvillons,
les bactéries et les champignons sont ensemencés sur toute la surface de milieu solide MH et SB
respectivement.

Des disques en papier Whatman nl de diamétres 6mm sont imprégnés d'un volume de chaque
extrait et déposé a la surface du milieu solidifi¢ [20,21]. Les boites pétries sont incubées dans une
étuve a 25°C pour les champignons et 37°C pour les bactéries.

Les mémes étapes sont suivies pour les témoins positifs (La Gentamycine cas des bactéries et

L'Econazole cas des champignons) et le t¢émoin négatif qui est le DMSO.
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i#
: "Fig

ure (IL.13) : Préparation des milieux de culture

I1.8.5/Expression des résultats

La détermination d'activité antibactérienne et fongique a été estimés en mesurant le diameétre
(en mm) de la zone d'inhibition induit par les différents extraits autour du disque a 1'aide d'une
régle. Les résultats sont indiqués par les signes suivants [22] pour la sensibilité de la souche

vis-a-vis des extraits testés :

Tableau (I1.4) : signification des résultats des zones d'inhibition

0 < 8mm - Résistant
9<0<14 = Sensible
15<0<19 ++ Trés sensible

0 >20 +++ Extrémement sensible
I1.9/Conclusion

Les travaux de screening, de dosages et d'évaluation des propriétés antioxydantes,
antibactériennes, antifongiques et anticorrosion ont permis d'identifier qualitativement et
quantitativement les différents extraits de la plante étudiée. Les résultats obtenus dans cette partie

de I'étude seront présentés en détail dans le chapitre I11.
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Chapitre 111 Résultats et discussions

11/ Introduction

Le chapitre trois de notre étude se divise en deux parties distinctes chacune abordant un aspect
specifique de notre recherche. La premiere partie concerne l'analyse phytochimique et la
quantification des polyphénols et flavonoides totaux presents dans les extraits des parties
aériennes de la plante étudiée. Différentes techniques d'analyse ont été utilisées pour identifier et
quantifier ces composés chimiques. Les résultats détaillés de cette analyse seront présentés et
discutés.

La deuxiéme partie du chapitre Il est consacrée a I'évaluation des activités antioxydante,
antimicrobienne et anticorrosion des extraits de la plante. Des tests spécifiques ont été réalisés
pour évaluer ces activités et les résultats correspondants seront présentés et discutés
individuellement. Des comparaisons et des interprétations seront fournies pour mieux
comprendre les effets des extraits sur ces activités.

I11.1/Le Rendement des extractions

Les extraits de la plante (200 g) ont été obtenus par macération dans des solvants de différentes
polarités. Les extraits liquides ont ensuite été évaporés jusqu'a séchage complet pour éliminer les
solvants, puis ils ont été pesés. Le rendement des extraits a été calculé en pourcentage par rapport
a la masse initiale de matériau végétal immergé. Les valeurs de rendement sont présentées dans le
tableau 111.1 suivant :

Tableau (I11.1) : Rendement d'extraction

Extrait La masse Le rendement
Cyclohexanolique 0.729 0.36%
Chloroformique 9.31g 4.656%
Ethanolique 17.999 8.995%

Le rendement d'extraction des extraits végétaux peut varier en fonction de différents facteurs tels
que l'espéce vegétale, les conditions de sechage, la composition métabolique spécifique et la
polarité du solvant utilisé. La methode d'extraction par macération a froid est employée dans cette
étude, permettant de préserver les composés sensibles a la chaleur et de minimiser les pertes ou
dégradations potentielles. 1l est important de noter que chaque plante et chaque procédé
d'extraction peut présenter des variations dans le rendement en raison de leurs caractéristiques
individuelles. L'ajustement adéquat des conditions experimentales et des parameétres d'extraction
est essentiel pour obtenir un rendement optimal tout en préservant les composés d'intérét dans les
extraits.

I11.2/Analyse qualitative

111.2.1/Screening chimique de la plante fraiche
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Le screening phytochimique constitue une étape importante dans I'identification préliminaire des
composes chimiques présents dans une plante. Cependant, il convient de noter que cette méthode
ne permet pas de quantifier précisément les composés, mais plutot de fournir une indication
qualitative de leur présence.

Les résultats globaux du criblage chimique de la plante fraiche sont regroupés dans le tableau
11.2.

Tableau (111.2) : Résultats de screening de la partie aérienne de la plante

Extrait Test Coloration Résultats

|

Tanins
Catechiques  Brun verdatre = +++
(gélatine )
Hydroéthanolique
(HA)
Tanins
gallique Bleu noir +++
(FeClg)
Ethérique (E) Quinones Jaune A
Chloroformique Anthraguinone Incolore -

©
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(+++) : Indigue relativement une forte présence ; (++) : Indique relativement une présence
moyenne ; (+) : Indique relativement une faible présence ;(-) : Indique relativement une absence
totale

Daprés les resultats présentés dans le tableau I11.2, notre étude révéle la présence de tanins,
notamment les tanins catéchiques et galliques, dans les extraits de la plante étudiée. De plus, nous
avons identifié la présence de quinones. Cependant, nous n'avons pas détecté la présence

d'anthraquinones ni de coumarines dans les extraits analyses.

I11.2.1.a/Les tanins

111.2.1.a.1/ Les tanins catechiques

L'apparition d'une coloration brun verdatre et d'une précipitation lors du test de gélatine avec
I'extrait hydro-alcoolique confirme la présence de tanins catéchiques ou de tannins condenses.
Ces résultats suggerent que I'espéce du genre Plocama est abondante en tanins catéchiques.
111.2.1.a.2/Les tanins galliques

Le test des tanins galliques (ou tanins hydrolysables) révéle un virage de couleur vers un bleu
noir fonce lorsqu'on utilise du FeCl;. Ce changement de couleur indique une forte présence de ce
type de tanins dans I'extrait hydro-alcoolique testé.

D'aprés Iserin (2001) [1], les tanins ont la capacité d'arréter les hémorragies et de combattre les
infections. Ces tanins agissent en tant que donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques

généreés lors de la peroxydation.
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111.2.1.b/Les quinones

Le tableau 111.2 présente également la teneur en quinones libres dans I'extrait. La présence de ces
quinones est confirmée par un changement de couleur vers le jaune dans la phase aqueuse (la
phase inférieure). Les résultats indiquent une présence moyenne de ces composes dans la plante.

Les quinones ont la capacite d'irriter et de provoquer des contractions des parois du gros intestin,

ce qui a un effet laxatif. Cela stimule les mouvements intestinaux et facilite le transit intestinal.

111.2.2/ Caractérisation de I'extrait
Les résultats du screening des extraits obtenus sont présentés dans le tableau suivant (Tableau
11.3).

Tableau (111.3) : Résultats de screening des extraits

Extrait Tests Colorations Résultats
Tanins Verte ++
Alcaloides Coloration brune -
Absence de
précipité
Terpenes Rouge brunatre +++
Ethanolique )
. Stérols Rouge +
Anthraquinones Incoloration -
Sucres Incoloration -
Tanins Verte +++
Alcaloides Incoloration -
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Terpenes Violet +++
Chloroformique
Saponosoides Absence de -
mousse
Stérols Incoloration -
Anthraquinones Incoloration -
Sucres Incoloration
Tanins Incoloration -
Hexanolique .
Terpenes Rouge ++

Lors de la caractérisation des trois extraits (cyclohexanolique, chloroformique et éthanolique)
obtenus par macération a froid de I'espece du genre Plocama, on observe une forte présence de
terpenes dans les trois extraits. Les tanins sont présents dans deux extraits seulement.

Quant aux sucres et aux saponosides, ils sont présents a faible concentration, chacun dans un seul
extrait. En revanche, les anthraquinones et les alcaloides sont totalement absents des trois extraits.
111.2.2.1/Les terpénes

Selon notre etude, la présence de composés terpéniques est révélée par l'apparition d'une
coloration violette ou rouge, indiquant ainsi une concentration significative de ces composés dans
les trois extraits.Les terpenes sont reconnus pour leurs propriétés antibactériennes et
cardiotoniques [2] et jouent un rdle dans la protection contre les agressions fongiques[3].
111.2.2.2/Les tanins

La forte présence des tanins galliques est confirmée par I'apparition d'une coloration verte dans
les extraits chloroformique et éthanolique lors du test avec le FeCls.

111.3/Analyse quantitative
111.3.1/ Dosage des polyphénols
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L'analyse quantitative des phénols totaux a été réalisée en utilisant I'acide gallique comme

étalon et en tragcant une courbe d'étalonnage par régression linéaire (Figure 11.7). Les valeurs

obtenues sont exprimées en mg d'équivalent d'acide gallique par mg d'extrait (Tableau I11.4).
Tableau (111.4): Résultats de dosage des polyphenols totaux

Extrait Quantité des polyphenols Equation de la courbe R?
totaux en ug EAG/mg d’extrait d'étalonnage
Chloroformique
72.38+9.368
y=0.0127x+0.2173 0.9969
Ethanolique
80.78+3.012

Les teneurs en polyphénols totaux des deux extraits se situent entre 70 et 80 pg EAG/mg
d'extrait. L'extrait éthanolique présente la concentration la plus élevée, avec une teneur de 80,78 +
3,012 ug EAG/mg d'extrait, tandis que I'extrait chloroformique affiche une valeur moyenne de
concentration de 72,38 + 9,368 ug EAG/mg d'extrait.

La quantité de polyphénols dans les extraits étudiés varie en fonction du solvant utilisé lors de
I'extraction. L'extrait éthanolique présente une concentration plus élevée de polyphénols totaux
par rapport a l'extrait chloroformique. Cela suggere que la polarité du solvant joue un réle dans
I'efficacité de l'extraction des polyphénols. Les solvants plus polaires, tels que I'éthanol, sont
capables d'extraire davantage de polyphénols des matiéres végétales, ce qui se traduit par des
concentrations plus élevées dans I'extrait final. Il est important de prendre en compte cette
dépendance de la polarité du solvant lors de I'extraction des polyphénols afin d'obtenir des
résultats précis dans les études phytochimiques. Les résultats du dosage des polyphénols sont

représentés sous forme d’histogramme comme le montre la figure I11.1 suivante :

[e4]
8]

~

Teneur en polyphenol

Ethanolique Chloroformique

Figure (111.1) : Histogramme représentatif des teneurs en polyphénols des extraits

.111.3.2/Dosage des Flavonoides
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La teneur en flavonoides a éteé déterminée par la méthode de trichlorure d'aluminium en mésurant
I'absorbance des extraits et de réference utilisée a 420 nm. Cette teneur est calculée par I'équation
de régression linéaire de la courbe d'étalonnage, tracée en utilisant la quercétine comme
standard (Figure 11.8). Les valeurs obtenues sont exprimées en microgramme équivalent de la

querceétine par milligramme d'extrait (ug EQ/mg Extrait ) (Tableau I11.5).

Tableau (111.5) : Résultats de dosage des flavonoides totaux

Extrait Quantité des flavonoides Equation de la courbe R?
totaux en ug EQ/mg d'extrait d'étalonnage
Chloroformique 52.26+4.99
Ethanolique 67 2642 11 y=0.0277x+0.0074 0.9994

Les résultats du Tableau I11.5 révelent que la teneur en flavonoides est plus élevée dans l'extrait
éthanolique (67,26 + 2,11 ug EQ/mg d'extrait sec) que dans I'extrait chloroformique (52,26 *
4,99 ug EQ/mg d'extrait sec). Les flavonoides font partie de la famille des polyphénols, mais il
convient de noter que tous les polyphénols ne sont pas des flavonoides.

D'aprés les études réalisées sur des plantes de la méme famille, il est observé que la plante
étudiée présente des concentrations de flavonoides plus élevées que celles rapportées par [4]. Les
extraits d'acétone 70% des feuilles de Coffea macrocarpa et Chassalia grandifolia (Rubiaceae)
présentent des concentrations de I'ordre de 18 et 7 ug EQ/mg respectivement.

Cependant, une étude menée par [5] a enregistré une teneur encore plus élevée en flavonoides,
atteignant 160,2 pg EQ/mg dans I'extrait éthanolique (80%) de Paederia foetida (Rubiaceae).

Ces comparaisons mettent en évidence la variabilité des concentrations de flavonoides entre les
différentes especes de plantes, méme au sein de la méme famille. La plante étudiée présente des
concentrations plus élevées de flavonoides par rapport a certaines espéces de Rubiaceae, mais des
études supplémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre la diversite et les facteurs qui
influencent les teneurs en flavonoides dans les plantes.

Dans notre étude, les teneurs en polyphénols totaux sont supérieures a celles des flavonoides dans
les deux extraits. Cela indique la présence d'autres types de polyphénols dans les extraits. Parmi
ces composés polyphénoliques supplémentaires, on peut citer les tanins. Il est donc probable que
les extraits contiennent une combinaison de flavonoides et d'autres polyphénols, tels que les

tanins.
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Il est essentiel de poursuivre les analyses et les études afin de caractériser et d'identifier plus
precisément les différents types de polyphénols présents dans les extraits. Cela nous permettra de
mieux comprendre leurs effets biologiques potentiels et leurs applications éventuelles.

Les résultats du dosage des Flavonoides sont représentés sous forme d’histogramme comme le

montre la figure 111.2 suivante :

70
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Figure (111.2) : Histogramme représentatif des teneurs en Flavonoides des extraits

111.3.3/Dosage des tannins

La guantification des tannins a été réalisée en utilisant la méthode de la vanilline. Une courbe
d'étalonnage a été établie en utilisant de la catéchine comme contr6le positif. Les valeurs
obtenues sont exprimées en microgrammes équivalents de catéchine par milligramme d'extrait
(Mg EC/mg E) selon le Tableau I11.6.

Tableau (111.6) : Résultats de dosage des Tannins condensée

Extrait Quantité des tannins Equation de la courbe R2
condenseés en pg EC/mg d'étalonnage
d'extrait
Chloroformique 56.47
Ethanolique 279 61 y=0.000144x+0.0316 0.9968

Le dosage des tanins a révelé que la fraction éthanolique de notre plante présente une teneur
beaucoup plus élevée en tanins condensés (279 pg EC/mg E) par rapport a la fraction
chloroformique. Lors d'une étude précédente menée par[4] sur I'extrait d'acétone 70% des feuilles
de Coffea mauritiana, une teneur en tanins de I'ordre de 2,71 £ 0,05 pg EC/mg a été notée, ce qui
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est environ cent fois inférieur a celle de notre extrait éthanolique.Les tanins condenses sont des
composés phénoliques présents dans de nombreux végétaux. Ils se caractérisent par leur capacité
a former des liaisons entre les molécules de tanin, créant ainsi des structures polymériques
complexes. Les tanins condensés sont souvent solubles dans les solvants polaires, tels que
I'éthanol, en raison de leurs propriétés chimiques.. Cette affinité plus élevée explique la
concentration supérieure de tanins condensés dans la fraction éthanolique. Cependant, il est
important de noter que la teneur en tanins condenses peut varier en fonction de plusieurs facteurs.
Dans cette etude, la fraction éthanolique s'est eévélée étre une source intéressante de tanins
condensés. Les résultats du dosage des tannins sont représentés sous forme d’histogramme

comme le montre la figure 111.3 suivante

300
250
200
150

. B

éthanol chloroforme

Teneur des tanins

Figure (111.3): Histogramme représentatif des teneurs en tannins des extraits

Les résultats des dosages des métabolites secondaires montrent que I'extrait éthanolique présente
des teneurs supérieures par rapport a I'extrait chloroformique. Cette variation peut s'expliquer par
plusieurs facteurs.

Tout d'abord, la nature chimique des métabolites secondaires peut influencer leur extraction et
leur solubilité dans différents solvants. Certains métabolites peuvent avoir une meilleure affinité
pour I'éthanol, ce qui facilite leur extraction dans I'extrait éthanolique.

De plus, le choix du solvant d'extraction peut également jouer un réle important. L'éthanol est un
solvant polaire largement utilisé dans I'extraction de composés phénoliques, tandis que le
chloroforme est un solvant moins polaire. La polarité du solvant peut influencer la solubilité des
métabolites et donc leur concentration dans les extraits.

Enfin, les conditions opératoires telles que le temps d'extraction, la température et la
méthodologie utilisée peuvent également contribuer a la variation des teneurs en métabolites

entre les extraits.
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Il est important de prendre en compte tous ces facteurs lors de I'interprétation des résultats des
dosages des métabolites secondaires, et de reconnaitre que I'extraction de ces composes dépend
de leur nature chimique, du solvant utilisé et des conditions expérimentales. L'histogramme dans

la figure I11.4. représente le taux de polyphénols, flavonoides et tanins dans les extraits du genre

Plocama

0 50 100 150 200 250 300

EE mEC

Figure (111.4) : Histogramme représentatif des teneurs en polyphénols, flavonoides et tannins
dans les extraits du genre Plocama

[111.4/ Détermination du potentiel antioxydant des extraits

Deux méthodes ont été utilisées pour évaluer les propriétés antioxydantes des extraits
chloroforme et éthanol : la méthode du piégeage du radical DPPH (2,2'-diphényl-1-
picrylhydrazyl) et le test de blanchissement du [3-caroteéne.

111.4.1/ Piégeage du radical libre DPPH

L'activité antioxydante des deux extraits a été évaluée a l'aide de la méthode du DPPH. La
capacité antioxydante totale des extraits a été exprimée en équivalents d'acide ascorbique.
L'absorbance a été mesurée a 517 nm, Les figures I11.5 et 111.6 représentent les courbes du
pourcentage d'inhibition du DPPH en fonction de la concentration en mg/ml pour les deux
extraits (extrait éthanolique et extrait chloroformique) ainsi que pour la référence (acide

ascorbique).
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Figure (I111.5) : Pourcentage d'inhibition % du radical libre DPPH en fonction de la concentration
d'acide ascorbique
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Figure (111.6) : Pourcentage d'inhibition % du radical libre DPPH en fonction de concentration
des deux extraits

Le pourcentage d’inhibition % du DPPH augmente avec 1’augmentation de la concentration soit
pour la référence ou pour les extraits testes.
Le ICso est inversement proportionnelle a la capacité antioxydant d'un composé, car elle indique
La quantité d'antioxydant nécessaire pour réduire les concentrations de radicaux libres de 50 %.
Plus la valeur ICs est faible, plus I'activité antioxydante du composé est élevée [6]. Les valeurs
de la concentration a laquelle une inhibition de 50 % se produit ont été déterminées en interpolant
les courbes de pourcentage d'inhibition de DPPH dans la plage linéaire d'inhibition = 50% .

Les résultats des 1Cso sont schématisés sur la figure (111.7).
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C150 (mg/ml})

Figure (111.7) : Histogramme représentatif des valeurs des concentrations nécessaires pour la
réduction de 50% de DPPH des différents extraits et de référence du test DPPH en (mg/ml).
Selon les résultats des valeurs d'ICso enregistrées, il est possible de conclure que I'extrait
éthanolique présente une activité antioxydante plus élevée que I'extrait chloroformique, avec des
valeurs d'ICso respectives de 1,65 mg/ml et 9 mg/ml. Cependant, les résultats de l'activité
antiradicalaire des extraits de la partie aérienne de I'espece étudiée sont plus faibles par rapport a
ceux obtenus avec l'acide ascorbique, dont la valeur est d'environ 0,037 mg/ml. Il convient de
noter que l'acide ascorbique utilisée comme standard correspond a un produit purifié,
contrairement a nos extraits qui représentent un mélange de composés. D'autres études ont
également rapporté des activités antiradicalaires plus élevées. Par exemple, [7] ont obtenu une
valeur d'ICsp de 0,04 mg/ml pour les extraits éthanolique de Sherbournia bignoniifollia
(Rubiaceae), et [8] a également enregistré une forte activité avec un extrait acétonique de
Massularia acuminata, dont I'ICso était d'environ 0,063 mg/ml par rapport au DPPH. En
revanche, dans cette étude ,[9] ont révéle une forte activité antiradicalaire pour I'extrait acétalique
(ICso = 1,12 pg/ml), tandis que l'extrait éthanolique a 95% a montré une faible activité (ICso =

21,24 ng/ml) pour les feuilles d'Anthocephalus cadamba (Rubiaceae).
Les propriétés antioxydantes et antiradicalaires des extraits de Plocama rapportées pourraient étre
attribuées aux composés phénoliques présents, en raison de leur capacité a pieger les radicaux

libres et a complexer les métaux [10].

I11.4.3/ Test de blanchissement de B-carotene
Dans ce test, I’oxydation de 1’acide linol¢ique produit des radicaux peroxydes, ces radicaux vont

par la suite oxyder la B-caroténe hautement insaturée entrainent ainsi la disparition de sa couleur.
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Cependant la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés d’acide
linoléique et donc prévenir 1’oxydation ainsi que le blanchiment de la beta caroténe.

Pour déterminer I'efficacité antioxydant des extraits, la progression de 1'oxydation du -carotene a
été suivie d'un témoin négatif et de BHT comme témoin positif. L'absorbance a été mesurée
toutes les demi-heures pendant une durée de 2 heures, avec une longueur d'onde de 470 nm. Les

résultats sont illustrés a la Figure 111.8

ABSORBANCE (470NM)
o
N

0,2
0
0 20 40 60 80 100 120 140
TEMPS (MIN)
éthanol chloroforme blanc BHT

Figure (111.8) : Courbe d'absorbance de B-caroténe en fonction du temps en présence des extraits
et de référence, témoin négatif.

Les résultats présentés indiquent clairement une diminution de lI'absorbance au fil du temps, ce

qui démontre de maniére concluante que le processus d'oxydation du B-caroténe se déroule de

maniére continue. Conformément aux attentes, le BHT utilisé comme référence a montré la plus

grande activité antioxydante, avec un taux de 69 %, confirmant ainsi sa forte capacité

antioxydante.

L'extrait ethanolique a présenté une activité antioxydante plus élevée que I'extrait chloroforme,

comme prevu. Les pourcentages d'inhibition correspondants sont estimés a 36,6 % et 11,7 %

respectivement.

Les résultats obtenus de I'expérience sur le B-caroténe peuvent étre attribués aux différences de

solubilité des molécules présentes dans les extraits, ainsi qu'a leur distribution entre les phases

aqueuse et lipidique. Cela est di au fait que le systeme de mesure utilisé pour cette évaluation

implique une émulsion de lipides dans I'eau.

Les deux méthodes utilisées ont donné des résultats similaires, confirmant que I'extrait

éthanolique présente une activité antioxydante plus élevée que I'extrait chloroforme. Cependant,
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les extraits végétaux de cette espece du genre Plocama ont montré une activité antioxydante plus
faible par rapport aux références utilisées (vitamine C et BHT). Les résultats d’activités de
blanchiment de tous les extraits et du standard sont résumés dans la figure (figure 111.9) suivante :

70
-
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30
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AA% 36,6 11,7

(=]
o

Figure (111.9) : pourcentage d'activité antioxydant des extraits et de BHT de test B-caroténe

I11.5/Activité antimicrobienne

L’évaluation des activités antibactérienne et antifongique a été réalisée par la méthode de
diffusion en gélose dite méthode de diffusion sur disques.

111.5.1/ Méthode de diffusion en milieu solide

Pour évaluer l'activité antibactérienne, nous avons utilisé la méthode de diffusion en milieu
solide avec du milieu Muller-Hinton. De méme, pour l'activité antifongique, nous avons utilisé le
milieu Sabouraud. Dans chaque cas, des disques de papier Wattman stérile N°3 d'un diametre de
6 mm ont été imprégnés avec chaque extrait a des concentrations de 50 mg/ml et 20 mg/ml pour
I'activité antibactérienne, et de 20 mg/ml pour l'activité antifongique. Ces disques ont été placés a
la surface de boites de Petri, aux cotés de disques imbibés de DMSO (témoins négatifs). Des
disques contenant de la gentamicine commerciale ont été utilisés comme témoins positifs pour
I'activité antibactérienne, et des disques contenant de I'éconazole ont éeté utilises comme temoins
positifs pour I'activité antifongique. Les boites ont ensuite été incubées pendant 24 heures a 37 °C
pour les bactéries et a 25 °C pour les champignons. Les diamétres des zones d'inhibition

entourant les disques contenant les échantillons a tester ont été mesurés.
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111.5.2/Les résultats de I’activité antibactérienne :

Le tableau I11.7 présente les résultats de I’activité antibactériennes par concentration de 50 mg/ml

Tableau (111.7) : Zones d'inhibition des extraits par une concentration de 50 (mg/ml) et de témoin
(+) Et témoin (-) sur cing souches bactériennes

A B C D E
Escherichia Pseudomonas Bacillus  Staphylococcus Salmonelle
coli aeruginosa cereus aureus Aboney
ATCC ATCC ATCC ATCC NCTC
8739 9027 6633 6538 6017
Chloroforme - 7 - 8 7
Ethanol 7 8 - 7 7
Cyclohexane 9 11 - 9 10
Gentamicine 25 19 23 23 20
(Témoin +)
DMSO - - - - -
(Témoin -)

Figure (111.10) : Résultats des tests d'activité antibactérienne pour la concentration de
50 (mg/ml)
La souche de Bacillus cereus s'est révélée étre la plus résistante parmi toutes les souches

lorsqu'elle était exposée a divers extraits de plantes. Aucune zone d'inhibition n'a été observée

autour des disques, sauf pour le témoin positif qui a montré une zone d'inhibition de 23 mm.
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Les reésultats indiquent que l'extrait cyclohexane a montré les niveaux les plus élevés d'activité
contre les bactéries Gram négatives telles que Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et
Salmonella aboney, avec des diametres d'inhibition d'environ 9 mm, 11 mm et 10 mm
respectivement. Cependant, des activités légerement moins importantes a inexistantes ont été
observées contre les bactéries Gram positives comme Staphylococcus aureus et Bacillus cereus,
avec un diameétre d'inhibition de 9 mm. Ces résultats révelent que les bactéries Gram négatives
étaient plus sensibles a cet extrait que les bactéries Gram positives.

En revanche, les cing bactéries ont montré une résistance compléte a l'extrait éthanolique et a
I'extrait chloroforme. Il est probable que les composés responsables des effets antibactériens
soient des diterpénoides phénoliques, qui constituent les principaux composés de la fraction
apolaire des extraits végétaux. Ces composes sont hautement lipophiles et peuvent donc étre
extraits avec des solvants de faible polarité tels que I'hexane. Cela pourrait expliquer la résistance
des bactéries a I'extrait éthanolique et a I'extrait chloroforme.

Le tableau I11.8 présente les résultats de I’activité antibactériennes par une concentration de 20
mg/ml.

Tableau (111.8) : Zones d'inhibition des extraits par une concentration de 20 (mg/ml) et de
témoin (+) Et témoin (-) sur les cing souches bactériennes

A B C D E
Escherichia Pseudomonas Bacillus Staphylococcus Salmonelle
coli aeruginosa cereus aureus Aboney
ATCC ATCC 9027  ATCC ATCC 6538 NCTC
8739 6633 6017
1 Chloroforme - - - - -
2 Ethanol - - - - -
3 Cyclohexane - - 10 - -
4 Gentamicine 25 19 23 23 20
(Temoin +)
5 DMSO - - - - -
(Témoin -)
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D

Figure (111.11) : Résultats des tests d'activité antibactérienne pour la concentration de
20 (mg/ml).

Nous pouvons conclure que la plante étudiée n’a eu aucun effet sur les souches bactériennes
testées,

A D’exception de I’extrait Cyclohexane, qui a une activité contre la bactérie Bacillus cereus avec
un diamétre d’inhibition de I’ordre de 10 mm et la raison de I’absence d’activité des trois extraits
contre les quatre souches bactériennes que les concentrations en principes actifs trouvés dans les
extraits de plantes sont faibles [11].

111.5.3/Les résultats de I’activité antifongique

Aprés 24 heures d'incubation a 25°C, les boites de Petri contenant les échantillons malaxés ont
été recupérées afin de mesurer les diametres des zones d'inhibition des extraits chloroformique,
cyclohexanolique, et éthanolique contre les deux champignons testés : Aspergillus brasiliensis et

Candida albicans. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant (Tableau 111.9).
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Tableau (I111.9) : Zones d'inhibition des extraits par une concentration de 20 mg/ml et de témoin
(+) et témoin (-) dans deux champignons

Aspergillu? Brasiliensi Candidat ilbicans
ATCC16404 ATCC10231
Chloroforme - -
Ethanol - -
Cyclohexane 14 -
Econazole (Témoin +) 33 16

DMSO (Témoin -) - -

Figure (111.12) : Résultats des tests de I"activité antifongique pour la concentration de
20 (mg/ml)

En ce qui concerne l'activité antifongique, la plus grande zone d'inhibition a été observée contre
Aspergillus Brasiliensis avec un diametre de 14 mm pour l'extrait cyclohexane. En revanche,
aucun effet antifongique n'a été détecté pour les trois extraits testés contre Candida Albicans
(Tableau I11.9).

La différence de pouvoir antifongique entre les différents extraits peut étre attribuée a leurs
compositions chimiques. Les extraits peuvent contenir des composés spécifiques qui présentent
une activité antifongique contre certains types de champignons, tandis qu'ils peuvent étre moins
efficaces contre d'autres. Les interactions complexes entre les composés présents dans les extraits
et les mécanismes d'action des champignons peuvent également influencer leur activité
antifongique.

Il est important de noter que ces résultats sont spécifiques aux souches de champignons et aux
extraits utilisés dans cette étude particuliére. Des études supplémentaires sont nécessaires pour
explorer davantage l'activite antifongique des extraits et comprendre les mécanismes sous-jacents

a leur efficacité contre différents types de champignons.
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111.6/Etude du pouvoir inhibiteur des extraits d'une espéce du genre Plocama sur la
corrosion de I'acier X48 en milieu HCI 1M
111.6.1/Extrait chloroformique

C(ppm) | Temps | Am(mg) | S (cm?) | Vory (Mg/ Vcorr moy (mgem?®.h) | E (%)
cm3.h)
500 1h 0.1 4.16 0.024 0.02 75
2h 0.2 4.16 0.024 77.77
24h 1.9 4.16 0.019 54.47
48h 3.2 4.16 0.016 42.85
72h 5.2 4.16 0.017 26.08
1000 1h 0.1 4.16 0.024 0.02 75
2h 0.2 4.16 0.024 77.77
24h 19 4.16 0.019 54.76
48h 3.2 4.16 0.016 42.85
72h 5.2 4.16 0.017 26.08
1500 1h 0.1 4.16 0.024 0.019 75
2h 0.2 4.16 0.024 77.77
24h 1.6 4.16 0.016 61.90
48h 2.9 4.16 0.014 50
72h 5.2 4.16 0.017 26.08
2000 1h 0.1 4.16 0.024 0.019 75
2h 0.2 4.16 0.024 77.77
24h 1.7 4.16 0.017 59.52
48h 2.8 4.16 0.014 50
72h 4.9 4.16 0.016 30.43
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Le tableau 111.10 regroupe les valeurs de la vitesse de corrosion (Vcorr) de notre matériau et
I'efficacité inhibitrice E (%) pour différentes concentrations de I'extrait chloroforme, déterminées
par gravimétrie pour une durée d'immersion de 72 heures a température ambiante.

Tableau (111.10): Vitesses de corrosion et efficacités inhibitrices pour différents concentration de

I'extrait chloroformique pour la corrosion de I'acier X480 dans HCI pendant 72h.

Les résultats ont montré que la vitesse de corrosion de I'acier XC48 était réduite en présence de
différentes concentrations de I'extrait chloroformique, ce qui a révélé les propriétés inhibitrices de
I'extrait sur la corrosion de l'acier dans I'environnement considéré. Il s'agit d'une inhibition
provoquée par l'adsorption de molécules inhibitrices sur la surface de I'acier, qui blogue les sites
actifs du métal, formant éventuellement une couche protectrice contre les substances agressives.
On constate que a les quatres concentrations 500, 1000, 1500 et 2000 ppm, l'efficacité de

I'inhibiteur de corrosion atteint une valeur maximale de 77.77 % apres 2 heures d'immersion.

Vitesse de corrosion en fonction du temps

pour different concentration
0.03

0.025
0.02
0.015
0.01
0.005
0

1H 2H 24H 48H 72H

e 500ppmM 1000ppm 1500ppm 2000ppm

Figure (111.13): variation de la vitesse de la corrosion d'extrait chloroformique en fonction de
temps avec inhibiteur dans HCI 1M.

Effecacité d'inhibiteur avec differents

concentration en fonction du temps
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Figure (I111.14): Variation de I'efficacite inhibitrice d'extrait chloroformique en fonction de temps
avec inhibiteur dans HCI 1M.
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L'analyse des courbes indique que la vitesse de corrosion de l'acier dans un milieu d'acide
chlorhydrique (HCI) 1M diminue & mesure que la concentration de I'inhibiteur augmente, ce qui
indique une augmentation de I'efficacité. L'efficacité maximale, atteignant 77,77 %, est observée
a deux concentrations d'extrait chloroforme de 1500 et 2000 ppm. Cependant, il est important de
noter que cette efficacité diminue apreés 48 heures.

111.6.2/Extrait Ethanolique

Le tableau I11.11 regroupe les valeurs de la vitesse de corrosion (Vcorr) de notre matériau et
I'efficacité inhibitrice E (%) pour différentes concentrations de I'extrait de méthanol, déterminées

par gravimétrie pour une durée d'immersion de 72 heures a température ambiante.

Tableau (I111.11) : Représente les valeurs de Vitesses de corrosion V., de notre piéce pour
différentes concentrations de I'extrait éthanolique déterminés par gravimétrie pour une péeriode
d'immersion de 72heures.

C(ppm) | Temps | Am (mg) S (sz) Veorr(mg/ Veorr moy E(%)
cm3.h) (mg/cm3.h)

500 1h 0.1 4.16 0.024 75
2h 0.2 4.16 0.024 77.77
24h 1.8 4.16 0.018 57.14
48h 3 4.16 0.016 0.0194 42.85
72h 4.9 4.16 0.015 34.78

1000 1h 0.1 4.16 0.024 75
2h 0.2 4.16 0.024 77.77

0.0194

24h 1.8 4.16 0.018 57.14
48h 3.1 4.16 0.015 46.42
72h 4.8 4.16 0.016 30.43

1500 1h 0.1 4.16 0.024 75
2h 0.2 4.16 0.024 77.77
24h 1.8 4.16 0.018 57.14
48h 3.2 4.16 0.016 42.85
72h 4.7 4.16 0.016 0.0196 30.43

2000 1h 0.1 4.16 0.024 75
2h 0.2 4.16 0.024 77.77
24h 1.5 4.16 0.015 64.28

48h 2.9 4.16 0.014 0.0184 50
72h 4.5 4.16 0.015 34.78
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Les résultats obtenus indiquent que la vitesse de corrosion de I'acier XC48 est réduite en présence
de différentes concentrations de I'extrait éthanolique. Cela démontre les propriétés inhibitrices de
I'extrait sur la corrosion de l'acier dans I'environnement étudié. Cette inhibition est due a
I'adsorption de molécules inhibitrices a la surface de I'acier, ce qui blogue les sites actifs du métal
et forme éventuellement une couche protectrice contre les substances agressives.

Il est intéressant de noter que, quelle que soit la concentration (500, 1000, 1500 ou 2000 ppm),
I'efficacité de l'inhibiteur de corrosion atteint une valeur maximale de 77,77 % aprés une
immersion de 2 heures. Cela suggere que l'extrait éthanolique présente un forte capacité

d'inhibition de la corrosion de I'acier XC48 dans cet environnement spécifique.

Vitesse de corrosion en fonction de temps pour
différentes concentrations
0.03
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Figure (111.15): Variation de la vitesse de la corrosion d'extrait éthanolique en fonction de temps
avec inhibiteur dans HCI 1M

Efficacité d'inhibiteur avec differents
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Figure (111.16): Variation de I'efficacité inhibitrice d'extrait éthanolique en fonction de temps
avec inhibiteur dans HCI 1M
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En analysant les courbes, il est observé que la vitesse de corrosion de I'acier dans un milieu HCI
1M diminue & mesure que la concentration de I'inhibiteur augmente, ce qui indique une
augmentation de [l'efficacité. L'efficacité maximale de 77,77 % est atteinte aux quatre
concentrations d'extrait éthanolique (500, 1000, 1500 et 2000 ppm). Cependant, il est important
de noter que cette efficacité diminue aprés 48 heures pour les concentrations de 500, 1000 et
1500 ppm, et aprés 24 heures pour la concentration de 2000 ppm.

111.7/Conclusion

Les résultats obtenus in vitro ne représentent qu'une étape préliminaire dans la recherche de
substances naturelles biologiquement actives. 1l est nécessaire de réaliser des études in vivo pour
obtenir une compréhension plus approfondie des activités antioxydantes et antimicrobiennes des
extraits de cette plante. Ces études in vivo permettront d'obtenir une perspective plus complete
sur les effets des extraits et de déterminer leur potentiel réel en tant que substances

biologiquement actives.
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Conclusion générale

Depuis I'Antiquite, les plantes ont fait partie intégrante de la vie humaine, tant dans leur utilisation
comme nourriture que dans leur usage thérapeutique. Aujourd’hui, de nombreuses plantes
aromatiques et médicinales, parmi lesquelles les plantes du genre Plocama, sont largement utilisées
dans différents domaines tels que la médecine, la pharmacie, la cosmétique et I'alimentation. Ces
plantes médicinales continuent d'étre une source fiable de substances bioactives, reconnues pour
leurs propriétés thérapeutiques.

Cette recherche a pour objectif d'évaluer la capacité des plantes médicinales et aromatiques pour
traiter quelques maladies. Pour cela notre étude a été d’examiner le domaine botanique, chimique
et biologique de la famille des Rubiaceae. Nous avons également étudié la composition chimique
et évalué I’activités antioxydantes, antibactériennes et antifongique d’une espéce de genre
Plocama.

D’aprés I’analyse qualitative effectuée par les tests phytochimiques il s'est averé que notre plante,
est une plante riche en métabolites secondaires : les terpenes, les tanins, les quinones.

Dans cette étude, les teneurs médians de polyphénols et de flavonoides et des tannins dans les
extraits de plantes ont été estimés par des méthodes colorimétriques. Pour 1’évaluation du pouvoir
antioxydant des deux extraits chloroformique et éthanolique deux méthodes antioxydantes ont été
évaluée in vitro : piégeage des radicaux DPPH et le test de blanchissement de B-caroténe, Pour les
deux méthodes antioxydantes utilisées la meilleure capacité antioxydante a été observée sur
I’extrait éthanolique mais sa reste une activité faible par rapport notre standard I’acide ascorbique.
L’¢évaluation de I’activité antibactérienne et antifongique été par la méthode de diffusion en milieu
gélosé, I’extrait cyclohexane montré une activité antibactérienne et antifongique remarquable par
rapport aux autres extraits.

En perspective, il est intéressant de :

L'orientation de la recherche scientifique est de réaliser des recherches approfondies sur les
composants chimiques et leurs structures, et de déterminer les différentes activités biologiques de
chaque composeé in vitro et in vivo. L'identification de nouvelles substances bioactives peut

répondre a différents problémes de santé et servir de futures alternatives aux drogues de synthése.
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