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Résumé
Ce travail se concentre sur I'étude phytochimique et biologique d'Antirrhinum majus L, une espéce
appartenant a la famille des Plantaginacées. Notre objectif principal est de valoriser la flore
algérienne en mettant en évidence les substances chimiques qui pourraient avoir des applications
thérapeutiques potentielles. Dans le cadre de notre these, nos recherches comprennent les étapes
suivantes:

v" Screening phytochimique de la partie aérienne de cette espéce : Nous avons réalisé une analyse
approfondie pour détecter la présence de différents métabolites secondaires. Les résultats ont
révélé la présence de flavonoides, d'alcaloides, de saponines et de tanins catéchiques.

v Quantification des polyphénols, des flavonoides et des tanins totaux : Nous avons utilisé des
méthodes colorimétriques pour quantifier ces composés dans les extraits de chloroforme et
d'éthanol. Les résultats du dosage indiquent que la teneur en polyphénols est supérieure a celle
des flavonoides et des tanins. Nous observons que I'extrait éthanol affiche la teneur la plus élevée.

v Activité antioxydante : Nous avons évalué l'activité antioxydante a l'aide de deux techniques
différentes. Tout d'abord, nous avons utilisé la méthode du piégeage du radical libre DPPH.
Ensuite, nous avons employe la méthode du blanchissement du B-caroténe pour évaluer I'activité
antioxydante des extraits. Cette étude a révélé que l'extrait éthanolique présente une capacité
antioxydante avec des valeurs d'lCso significativement comparables a celles de I'acide ascorbique.

v L'activité antimicrobienne a été déterminée sur cing souches bactériennes : Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa et Salmonella aboney, en
utilisant la méthode de diffusion de disque. Les deux extraits ont démontré un effet notable
uniquement sur Staphylococcus aureus et Salmonella aboney, mais aucun effet sur les autres
microorganismes testés.

v Quant a l'activité antifongique, elle a été évaluée en utilisant Aspergillus brasiliensis et Candida
albicans ; cependant, aucune réponse ou effet n'a été observé pour ces champignons spécifiques.

Ces différentes étapes nous ont permis de mieux comprendre la composition phytochimique de

I'Antirrhinum majus L et d'évaluer ses activités biologiques potentielles.

Mots clés : Antirrhinum majus L, flavonoides, antioxydante. Polyphénols.



Abstract

This work focuses on the phytochemical and biological study of Antirrhinum majus L, a species

belonging to the Plantaginaceae family. Our main objective is to valorize the Algerian flora by

highlighting the chemical substances that could have potential therapeutic applications. In the scope

of our thesis, our research includes the following steps:

v

Phytochemical screening of the aerial part of this species: We conducted a comprehensive
analysis to detect the presence of different secondary metabolites. The results revealed the
presence of flavonoids, alkaloids, saponins, and catechic tannins.

Quantification of total polyphenols, flavonoids, and tannins: We used colorimetric methods
to quantify these compounds in chloroform and ethanol extracts. The assay results indicate
that the content of polyphenols is higher than that of flavonoids and tannins. We observe that
the ethanol extract displays the highest content.

Antioxidant activity: We evaluated the antioxidant activity using two different techniques.
Firstly, we used the DPPH free radical scavenging method. Then, we employed the (3-carotene
bleaching method to evaluate the antioxidant activity of the extracts. This study revealed that
the ethanol extract exhibits antioxidant capacity with IC50 values significantly comparable to
that of ascorbic acid.

Antimicrobial activity was determined against five bacterial strains: Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, and Salmonella aboney, using
the disc diffusion method. Both extracts demonstrated a notable effect only against
Staphylococcus aureus and Salmonella aboney, but no effect on the other tested
microorganisms.

As for antifungal activity, it was evaluated using Aspergillus brasiliensis and Candida

albicans; however, no response or effect was observed for these specific fungi.

These different steps allowed us to better understand the phytochemical composition of Antirrhinum

majus L and evaluate its potential biological activities.

Keywords: Antirrhinum majus L, flavonoids, antioxidant, polyphenols.
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Introduction générale

Depuis de nombreux siécles et dans diverses civilisations, les plantes médicinales ont été utilisées
comme remedes pour traiter les maladies humaines. Elles renferment des composants naturels qui
présentent un intérét thérapeutique. Des études pharmacologiques ont mis en évidence les propriétés
biologiques de plus de 1200 plantes utilisées dans la médecine traditionnelle a travers le monde, pour
lutter contre différentes maladies [1,2].

Le stress oxydatif est considéré comme une cause majeure de nombreuses maladies. Il est causé par
la production excessive d'especes réactives de I'oxygéne (ERO), qui peuvent devenir toxiques pour
les principaux composants cellulaires tels que les lipides, les protéines et les acides nucléiques [3].
Ce phénomeéne peut entrainer un dysfonctionnement cellulaire et est impliqué dans diverses
pathologies telles que les maladies cardiovasculaires, le cancer, le diabéte, les maladies
neurodégénératives (comme la maladie d'Alzheimer et de Parkinson) ainsi que le processus de
vieillissement [4].

Nous comprenons désormais que les principes actifs des plantes médicinales sont souvent associes a
des métabolites secondaires tels que les composés phénoliques, les flavonoides, les tanins et les
alcaloides. Ces métabolites sont largement utilisés comme agents préventifs dans divers domaines,
notamment anti-inflammatoires, antimicrobiens, antiseptiques, diurétiques et inhibiteurs
enzymatiques. Cependant, leur rdle principal réside dans leur capacité antioxydante, qui les rend
efficaces pour lutter contre le stress oxydatif.

Les principes actifs des plantes médicinales constituent une véritable mine pour la recherche
scientifique. Ils sont l'objet de nombreuses études visant a développer de nouveaux agents
thérapeutiques potentiellement utiles, ainsi qu'a découvrir de nouveaux constituants naturels
présentant des propriétés antioxydantes, anti-enzymatique). [5]

Dans ce contexte, nous avons sélectionné une plante médicinale spécifique, I'Antirrhinum majus L.
Cette plante suscite un grand intérét en raison de son importance économique, de sa richesse en
composés bioactifs et de ses propriétés thérapeutiques.

L'Antirrhinum majus L. est étudiée en raison de son potentiel pour le développement de nouveaux
agents thérapeutiques et de ses applications dans la médecine traditionnelle et complémentaire.

Son utilisation répandue en Algérie met en évidence son importance culturelle et son réle dans les
pratiques de santé traditionnelles. Les recherches en cours visent a mieux comprendre les composés
actifs présents dans I'Antirrhinum majus L et a explorer leurs activités pharmacologiques et leurs

bénéfices potentiels pour la santé humaine.



Notre travail a été divisé en trois chapitre, le premier chapitre est consacré a des genéralités
bibliographiques sur la plante qui est nommée Antirrhinum majus L, avec leur composition chimique,
leurs classifications botaniques et leur utilisation.

Le deuxiéme chapitre de I'é¢tude se concentrera sur les travaux expérimentaux effectués sur
I'Antirrhinum majus L. Il comprendra les étapes suivantes : screening phytochimique pour identifier
les composes présents dans la plante, extraction, dosage des polyphénols, des flavonoides et des tanins
condensés, ainsi que I'évaluation in vitro de l'activité antioxydante en utilisant deux méthodes
specifiques. De plus, l'activité antimicrobienne des extraits sera évaluée contre des souches
bactériennes sélectionnées. Les observations et les résultats obtenus seront ensuite discutés dans le
dernier chapitre de I'étude. Enfin, une conclusion sera présentée, réesumant les principales découvertes

et les implications de I'étude.
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Chapitre | Recherche bibliographique

I. Introduction :

L'Algérie bénéficie d'une diversité florale importante dans différentes zones géographiques telles que
les régions cotiéres, les massifs montagneux, les hauts plateaux, la steppe et les oasis sahariennes.
Cette variété est due a sa situation géographique, son relief et la grande variété de climats et de sols
présents sur son territoire. On recense plus de 3000 especes végétales en Algérie, ce qui en fait une
source précieuse de métabolites secondaires possédant des propriétés pharmacologiques

intéressantes.

I1. Etude de la plante
11.1. Famille de Plantaginacea

11.1.1. Présentation de la famille

Depuis I’ Antiquité, la plante herbacée Plantaginaceae a été reconnue et proposée a 1’étude grace a ses
avantages médicinaux et diététiques. Basant sur nouvelles méthodes d’identification comme la
microscopie €lectronique, cytologie, histologie...etc., la classification botanique APG III, sortie en
2009 [1], a transférée plusieurs genres de la famille Scrophulariaceae a la famille Plantaginaceae.
Cette derniére comporte environ 220 genres et 4500 especes [2]. Les plantes qui la composent se
rencontrent abondamment dans les régions tempérées de 1’hémisphére nord [3]. La famille des
Plantaginacées, celle du plantain, représente des plantes floriféres provenant de 90 genres a I’ordre

des Lamiales, répartis en 1900 espéces différentes. Ce sont des arbustes et des herbes [4].

Figurel.1: Disﬁribution géogﬁiﬁhique Jgplantaginaceaes [5].
11.1.2. L’intérét pharmacologique
11.2. Genre Anthirrhinum
11.2.1. Présentation du genre

Plantaginaceae est une grande famille qui comporte environ 250 genres [6] dont I’un de ses genres

les plus connus est Antirrhinum, le muflier commun. Le nom de ce genre, du grec "anti"(comme) et
3



Chapitre | Recherche bibliographique

"rhinon" (nez, museau, mufle), fait allusion a la forme des fleurs de ces plantes qui rapelle celle du
museau d'un animal. D'ailleurs les anglo-saxons I'appellent "Snapdragon” que I'on pourrait traduire
par "téte de dragon”, évocation donnée quand on presse latéralement une fleur, ce qui fait ressortir
comme une langue de dragon. Le genre Antirrhinum est connu également sous le nom de Muflier, et
compte environ 120 espéce.Ce genre est largement distribué dans le bassin méditerranéen, en Asie
occidentale et en Afrique du nord. Alors qu'on Algérie se trouve généralement dans le Tell [7].

11.2.2. Place dans la systématique

Le genre Antirrhinum était initialement répertorié sous la famille des Scrophulariaceae jusqu'en 1995,

lorsqu'une étude [8] a décideé de reclasser ce genre sous la famille des Plantaginaceae [9].

I1.3. L’espéce Anthirrhinum majus

Antirrhinum majus est une plante vivace originaire de la Méditerranée, qui a été utilisée
historiquement par Charles Darwin pour des études d'hérédité et de mutation en raison de sa facilité
de culture, de son héritage diploide et de sa variation dans la morphologie et les couleurs des fleurs.
[10,11] Antirrhinum majus est répandu en Afrique (Algeérie, Libye, Maroc et Tunisie); en Asie
(Palestine, Liban, Syrie, Irak et Turquie) ; en Europe (Albanie, Croatie, Grece, Italie, Malte, Serbie,
France, Portugal et Espagne). Il est désormais largement cultivé dans les régions tempérées dans les

jardins, avec de nombreuses variétés de couleurs et de formes [12,13].
11.3.1. Description botanique

Antirrhinum majus, ou Muflier commun, est une plante vivace annuelle et dressée. Les plantes
atteignent généralement une hauteur de 2 a 3 pieds (0,6 a 0,9 m) en pots et dans le paysage. Certaines
plantes peuvent atteindre une hauteur allant jusqu'a 6 pieds (1,8 m) si elles sont plantées dans le
paysage. Les feuilles sont lancéolées a oblong-lancéolées, mesurant jusqu'a 3 pouces (7,6 cm) de
long. Il existe de nombreux cultivars fantaisistes avec des noms latins, classés par taille et groupes de
couleurs. Les mufliers sont largement utilisés dans les jardins et dans l'industrie des fleurs coupées.
Ce sont des plantes faciles a cultiver, que ce soit en pot ou dans le jardin. Les fleurs sont portées en
racémes terminaux et fleurissent dans la plupart des régions de la fin du printemps a I'automne. Dans
les régions plus chaudes, elles fleurissent au printemps et a nouveau en automne. Les fleurs
individuelles mesurent de 1,5 a 2 pouces (3,8 a 5,1 cm) de long. Lorsqu'elles sont en fleurs, elles sont
tres spectaculaires [14,15].
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Figure 1.2 : Le Grand Muflier —Antirrhinum majus L [16].

11.3.2. Classification taxonomique
La classification phylogénétique de Antirrhinum majus est présentée dans le (Tableau 1.1) [17].

Tableau I.1: Classification botanique du Antirrhinum majus

Régne Plantae

Clade Angiospermes
Clade Dicotylédones vraies
Clade Astéridées
Clade Lamiidées
Ordre Lamiales
Famille Plantaginaceae
Genre Antirrhinum
Espece Antirrhinum majus

11.3.3. Utilisations traditionnelles et médicinales

Antirrhinum majus est utilisé comme plante ornementale dans les jardins pour une exposition en
masse, dans des pots et en bordures [18]. Dans la culture et les traditions iraquiennes, la décoction de
toute la plante est utilisée comme détergent, astringent, diurétique et pour traiter les affections du foie
[19,20] Les feuilles et les fleurs d* Antirrhinum majus sont utilisées comme résolutives, stimulantes
et anti-inflammatoires [20]. La décoction de toute la plante, y compris la racine, est utilisée pour

résoudre I'épiphora (écoulement excessif de larmes) [21]. De plus, les graines d'Antirrhinum majus
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sont une source riche en huile fixe utilisée comme alternative a I'huile d'olive dans la cuisine et
I'alimentation, avec une abondance de lipides neutres, de glycolipides et de phospholipides [22].
Antirrhinum majus, a été utilisé comme modeéle pour la génétique biochimique et développementale.
Il est devenu un organisme modeéle lors des premiéres études sur I'herédité et les mutations en raison
de son héritage diploide, de sa facilité de culture et de sa variation dans la morphologie et la couleur
des fleurs [23]. Cependant, a des fins médicales, il était traditionnellement utilisé comme diurétique,
pour le traitement du scorbut, des troubles hépatiques, des tumeurs, ainsi que comme détergent et
astringent. Les feuilles et les fleurs étaient utilisées comme antiphlogistiques, résolutives et
stimulantes. Elles étaient également employées en cataplasmes sur les tumeurs et les ulcéres. La
plante était également utilisée dans le traitement de toutes sortes d'inflammations et d'hémorroides
[24,25].

11.3.4. Quelques Activités biologiques de I'espéce Antirrhinum majus

11.3.4.1. Activité antioxydante

En 2011 I’équipe de Ramadan et al [26] Ont réalisé des travaux sur L'activité de capture des radicaux
libres (RSA) vis-a-vis le :1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyle (DPPH) et des radicaux galvinoxy! d'huile
d' Antirrhinum. majus était plus élevée que celle de I'huile d'olive extra vierge

L'activité antioxydante de I'extrait méthanolique de Antirrhinum majus et de ses fractions (n-hexane,
chloroforme, acetate d'éthyl et n-butanol) a été évaluée. La teneur totale en composés phénoliques,
la ICso et le pourcentage d'inhibition de I'oxydation de I'acide linoléique ont été évalués. L'activité
antioxydante de I'extrait et des fractions a également été étudiée en utilisant de I'huile de tournesol
comme substrat d'oxydation. Les valeurs d'indice de peroxyde (PV), d'acides gras libres (FFA), de
diénes conjugués (Cd), de trienes conjugués (CT) et d'anisidine para-ont également été déterminées
en stabilisant I'nuile de tournesol comme substrat d'oxydation. De plus, il a été observé qu'il
fournissait un effet protecteur contre les dommages oxydatifs induits par H.O, dans I'ADN
plasmidiqgue pBR322, ce qui indique que la plante possede des propriétés antioxydantes. Par
conséquent, les auteurs ont révélé que cette espéce peut étre considérée comme une bonne source

d'antioxydants naturels [27].
11.3.4.2. Activité antimicrobienne

Le test antimicrobien d'extrait méthanolique de cette plante a différentes concentrations a été évalué
contre quatre types de bactéries Pasturella multocida, Escherichia coli, Bacillus subtilis et
Staphylococcus aureus et quatre types de champignons : Aspergillus niger, Aspergillus flavus,
Alternaria alternata et Rhodopes solani.

Les résultats ont montré que lorsque la concentration de I'extrait augmentait, l'activite

antimicrobienne augmentait également. Les echantillons végétaux ont présenté une activité
6
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antimicrobienne considérable contre la plupart des souches bactériennes et fongiques. La méthode de
diffusion sur disque mesurée dans la zone d'inhibition (ZI) a indiqué que I'extrait méthanolique
présentait une activité inhibitrice significative a la concentration de 10 mg/mL contre les souches
bactériennes telles que Staphylococcus aureus (zone d'inhibition de 33,60 mm), Bacillus subtilis
(zone d'inhibition de 31,40 mm), Pasturella multocida (zone d'inhibition de 29,40 mm), Escherichia
coli (zone d'inhibition de 30,50 mm) et contre les souches fongiques telles que Rhodopes solani (zone
d'inhibition de 31,10 mm), Aspergillus niger (zone d'inhibition de 30,30 mm), Alternaria alternata
(zone d'inhibition de 27,20 mm) et Aspergillus flavus (zone d'inhibition de 25,30 mm). L'extrait de n-
hexane (extraite par Soxhlet) a montré une activité moindre contre toutes les souches bactériennes et
fongiques testées. La fraction de n-butanol n'a pas pu inhiber la croissance d'E. coli. L'extrait
chloroforme n'a pas non plus pu inhiber la croissance de Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Alternaria alternata et Aspergillus niger. La fraction d'acétate d'éthyle a montré une activité
significative par rapport aux autres fractions [27].

11.3.4.3. Effet sur le systeme nerveux central et périphérique :

Les aurones appartiennent a la famille des flavonoides, des isomeres structuraux des flavones, et ont
été synthétisés dans Antirrhinum majus [28,29]. Ils ont été nommeés benzylidenebenzofuran-3(2H)-
ones. Les aurones et les extraits les contenant étaient utiles dans le traitement prophylactique et/ou
thérapeutique d'un animal (y compris un étre humain) atteint d'une maladie ou d'une affection
dépendante de la phosphodiestérase (PDE) du systéme nerveux central. Parmi les maladies et
affections du systéme nerveux a traiter de maniére prophylactique ou thérapeutique, on trouve les
troubles neurodégenératifs tels que la maladie de Parkinson, la maladie d'Alzheimer, la démence liée
al'age ou la démence en général, les traumatismes neurologiques incluant les traumatismes cérébraux
ou du systéme nerveux central, la dépression, I'anxiété, la psychose, les dysfonctionnements cognitifs,
les troubles mentaux, les troubles de I'apprentissage et de la mémoire, et l'ischémie du systeme
nerveux central et/ou périphérique [30].

11.3.4.4. Activité cytotoxique

L'effet cytotoxique de I'extrait méthanolique absolu et de ses fractions (n-hexane, chloroforme,
acetate d'éthyl et n-butanol) a été étudié par I'activité hémolytique contre les globules rouges humains
(GR) en utilisant le Triton X-100 comme témoin positif (99,78). Le pourcentage de lyse a été évalué
en comparant I'absorbance de I'échantillon avec celle du Triton X-100 en tant que témoin positif. Le
pourcentage de lyse des globules rouges a eté observé aprés traitement avec I'extrait méthanolique
absolu de la Snapdragon et ses fractions, comme suit : extrait méthanolique absolu (4,89 + 0,04), n-
butanol (4,14 * 0,05), chloroforme (3,18 £ 0,02), acétate d'éthyle (2,23 + 0,03) et extrait n-hexane

7
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(extrait par soxhlet) (2,45 + 0,02). L'étude a montré que le pourcentage de lyse des érythrocytes
humains était inférieur a 5,0 % pour tous les échantillons, ce qui indique une cytotoxicité mineure de
la plante [27].

11.3.4.5. Activité insecticide :

L'antirrhinoside est un iridoide glucoside présent dans toute la plante Antirrhinum majus L. Son role
en tant qu'allochimique potentiel a été étudié en relation avec I'herbivorie. Des tests d'alimentation
ont éte effectués sur deux herbivores généralistes, Lymantria dispar L. (chenille arpenteuse) et
Trichoplusia ni Hibner (Chenille défoliatrice), en utilisant des feuilles de Antirrhinum majus et un
régime artificiel. Les chenilles arpenteuses ont refusé de consommer les feuilles de Antirrhinum
majus, tandis que les chenilles défoliatrices s'en sont nourries facilement. L' antirrhinoside n‘a pas été
détecté dans le corps ni les excréments des chenilles défoliatrices. Un autre iridoide, I'antirrhide,
présent dans les feuilles de Antirrhinum majus, a été retrouvé dans les excréments des deux types de
chenilles. Les essais d'alimentation avec des extraits de méthanol, des fractions d'iridoides et de
I'antirrhinoside pur n'ont pas inhibé la croissance des chenilles, mais ont stimulé la croissance des
chenilles défoliatrices a faibles concentrations. Cependant, a une concentration plus élevée
d'antirrhinoside, la croissance des chenilles arpenteuses a été réduite, tandis que celle des chenilles
défoliatrices a augmenté. En résumé, l'antirrhinoside semble avoir un role de défense contre
I'nerbivorie pour certains insectes, mais peut stimuler la croissance d'autres insectes a faibles

concentrations [31].
11.3.4.6. Activité anti-inflammatoire et anti-diabetique

L'équipe de Mi Jang [32] a examiné les effets de I'extrait de Antirrhinum majus L sur un modele de
rat obése induit par un régime riche en graisses. Les résultats ont montré que I'extrait d" Antirrhinum
majus L avait des effets positifs sur I'amélioration du métabolisme lipidique, la régulation de la
glycémie et I'effet anti-inflammatoire. Il a réduit le poids du foie et de la graisse abdominale, ainsi
que les niveaux de triglycérides sériques et de cholestérol. De plus, il a amélioré la régulation de la
glycémie en réduisant les niveaux de glucose sanguin et en montrant des effets de régulation méme
en présence dapport artificiel de glucose et d'insuline. En outre, il a réduit les marqueurs
inflammatoires dans le sang et inhibé I'expression de protéines inflammatoires dans les cellules
tissulaires. Ces résultats suggérent que I'extrait de Antirrhinum majus L peut étre bénéfique pour
traiter les problemes liés a I'obésité tels que I'hyperlipidémie, I'hyperglycémie et I'inflammation.
11.4. Principaux meétabolites secondaires

Le genre Antirrhinum est réputé pour produire des iridoides parmi ses métabolites secondaires.,
produit également divers métabolites secondaires, dont les flavonoides, les benzoxazinones et les

terpénes. Les flavonoides sont responsables des couleurs vives des fleurs, tandis que les iridoides sont
8
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connus pour leurs propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes. Les benzoxazinones agissent
comme des métabolites défensifs, offrant une protection contre les herbivores et les agents
pathogenes. Les terpénes, tels que les monoterpenes et les sesquiterpenes, sont responsables des
arémes et des parfums caractéristiques des fleurs du genre Antirrhinum.

La recherche bibliographique exhaustive réalisée sur I'espece Antirrhinum majus montre qu'elles ont
fait I'objet de nombreuses investigations phytochimiques. Celles-ci ont permis d'isoler et identifier un
grand nombre de métabolites secondaires. Les plus rencontrés sont présentés dans le tableau ci-

dessous (Tableau 1.2) :

Tableau 1.2: Quelque métabolites secondaires isolé de I'espece Antirrhinum majus

Composé isolé Référence

HO\C//O [33]

HO O
HO
OH

Luteoline 7-glucuronide
O
HO\C//

HO 0
HO
OH

OCH;

Kampferol 3-glucoside
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OH OH
Ho/ﬁ/o o)
H 0 OH

|o OOH

HO
OH O HO

kaempferol 3,7diglucoside
0
HO\C//

HO 0
HO
OH

[34]

[35]

HO
O | 0 O J oH
o)

OH O HO
Qercétine 3-glucoside

I
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Ho_ /° [36]
C
HO 0
OHO 0
OH O
Apigénine 7-glucuronide
[37]
[38]
Pelargonidine 3-rutinoside
[33]
Aureusidine 3-glucoside
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OH
Bracteatine 6-O-p-glucoside

OH OH [36]
HO

0]
O (@] ‘\\\\
OH O

Naringénine 7-glucoside

Naringénine 7- Rhamnosylglucoside

/O/\)J\ OH
OH HO

p Coumaroyl-p-D-glucopyranoside

OH
OH HO

Caffeoyl p-D-glucopyranoside

OH
OH HO

OCH,

OH

[39]
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Feruloyl -B-D-glucopyranoside

OH OH [40]
Ko

(X
HO

oHl, OH O

Chalcononaringenine 4'-g|ucoside

e

OH O

3,4,2',6'- pentahydroxychalcone 4'-glucoside
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Ho._/°

X

O
HO OH
O __OH

O Ho
Antirrhinoside
H

X

)

H,C HO OH
H O

HO

O Ho
Antirrhide

OH

HO

OH
__—OH

O Ho
5-glucosyl-antirrhinoside
HO, OoH

[41]

[42]
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Acide 8-epi-deoxyloganique

Ho._°
X
O
HO OH
OT?/EOH
O Ho
Acide deoxygeniposidique
o O
0 ~
X
@)
HO OH
O\‘%OH
O Ho

Antirrhinoside

~N
X
O
HO OH
0 OH
O Ho
Cornine

= N [43]
N G

4-Méthyl-2,6-naphthyridine

I11. Les activités biologiques

I11.1. Généralités
Les activités biologiques des plantes médicinales sont connues depuis la préhistoire. Cependant, il
aura fallu attendre le début du 20°™ siécle pour que les scientifiques débutent a s'y intéresser, ces

propriétés sont dues absolument aux métabolites secondaires (composés phénoliques) contenues dans

les plantes [44].
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Plusieurs études et travaux ont montré que les composés phénoliques jouent un réle important dans
la santé humaine en raison de leurs activités pharmaco-logiques diverses comme antivirales, anti-
inflammatoires, anticancéreuses, antiallergiques, antimicrobiennes, cardioprotectives et
vasodilatoires [45].
Ces Actions sont attribuées majoritairement & leur effet antioxydant, ou ils peuvent agir par différents
mécanismes d’action, tels que le piégeage des radicaux libres, la trempe de 1’oxygéne singulier, la
chélation des métaux de transition et I’inhibition des enzymes oxydatives [46].
% Les polyphénols: sont des métabolites secondaires synthétisés par les plantes pendant leur
développement .Elle est utilisée comme réponse aux conditions de stress tels que ; infections,
blessures, radiation UV [47,48].
Ils sont classés en plusieurs groupes en fonction du nombre de noyaux aromatiques de leurs structures
et les substituants qui les relient : les flavonoides, acides phénoliques, tannins, saponines, stilbenes,
lignanes [49].
I1 constituant une importante famille d’antioxydants dans les plantes, les fruits et les légumes.
Certaines propriétés antioxydantes de ces composés proviennent de leur capacité a perdre un proton,
a chélater les métaux et a dismuter les radicaux libres [50].
% Les flavonoides sont des métabolites secondaires ubiquistes des plantes. lls regroupent une trés
large gamme de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols [51,52].
IIs sont répartis en différentes catégories dont les plus importantes sont les flavonols, les flavones, les
flavanols, les isoflavones, les flavanones, et les anthocyanes [53].
Les propriétés antioxydants sont attribuées aux flavonoides par les groupes hydroxyles phénoliques
attachés aux structures cyclique et ils peuvent agir comme agents réducteurs, donneurs d’hydrogene,
piégeurs des radicaux superoxydes et méme comme chélateurs de métaux, Ils activent également les
enzymes antioxydants, réduisent les radicaux libres et inhibent les oxydases [54].
111.2. L’Activité antioxydante
Les antioxydants sont des agents réducteurs bioactifs qui peuvent prévenir les dommages causés par
les espéces réactives oxygénées (ROS), y compris les radicaux anioniques superoxydes, I’hydroxyle,
le peroxyde d'hydrogéne et I’oxygene singlet, retarde significativement ou prévient 1’oxydation des
substrats comme les lipides, les protéines, les DNA et les carbohydrates. Ils sont donc protecteurs
contre diverses maladies chroniques, dont le cancer, les maladies coronariennes, les maladies
cardiaques, les maladies auto-immunes, le diabéte, la sclérose, athérosclérose et inflammation
chronique [55].
L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation. Les
antioxydants les plus connus sont le B-carotene (provitamine A),

16



Chapitre | Recherche bibliographique

I’acide ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E), la quercétine, la rutine et le picnogénol
[56].

Les antioxydants de synthése les plus connus sont les composeés phénoliques tels que Hydroxyanisole
butylé (BHA), Hydroxytoluéne butylé (BHT), tert-butylhydroquinone (THBQ) et Gallate de propyle
(GP) (Figure.1.3), [57,58] .

La plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes
hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en partie a la
capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OH")
et superoxydes (O2") [56,59,60,61].

OH OH OH COOC3H;
><
/
HO OH
OCH
3 CH, OH OH
BHA BHT PG THBO

Figure 1.3. Structure des antioxydants synthétiques
La capacité antioxydante des molécules peut étre évaluée in vivo ou in vitro sur le vivant organisme,
a l'aide de tests qui imitent les phénomeénes physiologiques, pour évaluer I'activité antioxydante dans
I'extrait naturel, différentes méthodes ont été développées, ces méthodes impliquent des
mélangesd'especes oxydantes, telles que les radicaux ou les complexes métalliques oxydés avec un
échantillon qui contient antioxydants qui peuvent inhiber la genése des radicaux. Ces antioxydants
peuvent procéder selon deux mécanismes majeurs soit par transfert d'atomes d'hydrogéne soit par
transfert d'électrons [62].
Ces techniques sont différentes les unes des autres par les réactifs utilisés, les conditions
d’application, leurs protocoles ainsi le mécanisme d’action par lequel 1’extrait ou la molécule testée
se manifeste dans le milieu [63]. Les resultats sont souvent portés par rapport a un antioxydant de
référence, comme 1’acide ascorbique (vitamine C), a-tocophérol (vitamine E) et les antioxydants
synthétiques BHT (butyl-hydroxy-toluene)
111.3. Activité antimicrobienne
Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et medicinales sont connues depuis
I'Antiquité, mais ce n'est qu'au début du 20éme siécle que les scientifiques ont commencé a s'y

intéresser de maniere approfondie. De nombreuses plantes aromatiques, épices et autres plantes
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possédent des propriétés biologiques importantes qui ont des applications dans divers domaines tels
que la médecine, la pharmacie, la cosmétologie et I'agriculture [64].

Plusieurs constituants présents dans les plantes sont responsables de ces propriétés antimicrobiennes,
notamment les phénols, les terpénoides, les alcaloides, etc.

Le mécanisme d'action de ces composés implique différents processus, tels que la désorganisation de
la membrane plasmique des micro-organismes, la formation de complexes avec la paroi cellulaire,
I'inhibition des enzymes essentielles a leur survie, l'interaction avec I'ADN, etc. Ces actions peuvent
entrainer la mort des micro-organismes ciblés ou inhiber leur croissance et leur reproduction [65].

Il convient de noter que les études scientifiques dans ce domaine sont en constante évolution, et de
nouvelles recherches sont menées pour mieux comprendre les mécanismes d'action des composés
antimicrobiens des plantes et pour explorer leurs applications potentielles dans divers domaines.
I11.4. Activité anticorrosion

La corrosion se réféere a la détérioration des métaux due & une réaction chimique avec leur
environnement. C'est un probleme persistant et difficile a éliminer complétement. Elle affecte de
nombreux secteurs industriels et peut engendrer des codts considérables chaque année [66]. Par
exemple, dans les procédés industriels, les métaux sont souvent exposes a des acides qui agissent
comme agents corrosifs. Ces acides sont largement utilisés dans des industries telles que le raffinage
du pétrole, le nettoyage industriel et les procédes pétrochimiques [67,68]. L'acide chlorhydrique est
I'un des agents les plus couramment utilisés dans l'industrie, et il peut causer la dégradation des
métaux par des réactions chimiques ou électrochimiques. Différentes méthodes sont disponibles pour
protéger les métaux de la corrosion dans ces milieux, comme l'utilisation de barrieres de protection,
la galvanisation, la protection cathodique, I'utilisation d'antirouille ou d'inhibiteurs de corrosion.

Les inhibiteurs de corrosion sont des substances ajoutées a faibles concentrations dans des
environnements corrosifs pour réduire ou empécher la réaction du métal avec son environnement. Ils
peuvent fonctionner en s'adsorbant a la surface métallique, ce qui réduit la vitesse de corrosion en
augmentant la cinétique des réactions anodiques et/ou cathodiques, en réduisant la diffusion des
réactifs a la surface des métaux et en diminuant la résistance électrique de la surface métallique. Il
existe de nombreux composés synthétiques efficaces en tant qu'inhibiteurs de corrosion, mais
beaucoup d'entre eux sont toxiques pour les humains et I'environnement [69]. C'est pourquoi les huiles
et extraits de plantes sont de plus en plus considérés comme des sources d'inhibiteurs de corrosion
respectueux de I'environnement, utilisés pour remplacer les produits chimiques toxiques [70].
111.4.1 Méthodes d*évaluation de la corrosion :

Il existe de nombreuses méthodes d'évaluation de la corrosion, mais celles couramment utilisées et

citées dans la littérature pour l'inhibition de la corrosion des métaux en milieu NaCl sont les suivantes
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e Lagravimétrie (perte de masse)

e Les techniques de polarisation potentiodynamique

e Lavoltamétrie cyclique

e La spectroscopie d'impédance électrochimique

e La méthode d'évolution de I'nydrogéne

e La méthode thermométrique
Ces technigues sont souvent complétées par d'autres méthodes d'analyse et d'identification des huiles
et extraits de plantes utilisés comme inhibiteurs de corrosion, telles que la GC-MS, HPLC et IR-TF.
L'état de surface des métaux est également analysé a l'aide de techniques telles que la spectroscopie

des photoélectrons (XPS), la microscopie électronique a balayage (MEB) et le Raman.

111.4.2. Les inhibiteurs de corrosion
111.4.2.1. Définition :

Les inhibiteurs de corrosion sont des substances ajoutées a faibles concentrations dans des milieux
corrosifs pour réduire ou empécher la réaction du métal avec son environnement [71].

111.4.2.2. Propriétes :

Les inhibiteurs de corrosion peuvent étre utilisés comme moyen unique de protection, soit de maniére
permanente en permettant l'utilisation de matériaux métalliques résistants a la corrosion, soit de
maniere temporaire lorsqu'une piece ou une installation est particuliérement sensible a la corrosion,
comme pendant le stockage, le décapage ou le nettoyage [72]. En général, un inhibiteur doit réduire
la vitesse de corrosion du métal sans affecter ses caractéristiques physico-chimiques, étre stable en
présence des autres composants du milieu, résister aux oxydants, supporter les températures
d'utilisation, étre efficace a faible concentration, respecter les normes de non-toxicité et étre
économique.

111.4.2.3. Inhibiteurs de corrosion a base d'huiles et d’extraits de plantes :

Les huiles et extraits de plantes sont obtenus a partir de différentes parties des plantes, telles que les
feuilles, les graines, les ecorces et les racines. Leur composition est complexe, car elles contiennent
un mélange de composés appartenant a différentes classes de la chimie organique, tels que les
phénols, les hydrocarbures, les alcools, les aldéhydes, les cétones, etc. La composition peut varier en
fonction de la localisation géographique, des conditions climatiques, de la période de récolte et de la
partie de la plante utilisée. Les propriétés peuvent également varier, d'ou la nécessité de travailler
dans des conditions similaires pour assurer la reproductibilité des résultats lors de lI'analyse et de
I'identification des molécules présentes dans une huile ou un extrait. Les extraits de plantes ont éte

utilisés comme inhibiteurs de corrosion depuis les années 1930, mais leur utilisation a connu des
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fluctuations en raison de leur impact sur I'environnement [73]. Des chercheurs ont utilisé différentes
techniques, telles que celles mentionnées précédemment, pour étudier le comportement de ces
produits naturels dans différents milieux et matériaux, les classifiant en fonction de leur pouvoir
inhibiteur de corrosion et de leur impact sur I'environnement.

V. Conclusion

La compilation des données bibliographiques sur le genre Antirrhinum nous incite a entreprendre une
étude phytochimique et biologique sur I'espece Antirrhinum majus faisant partie de cette vaste

famille.
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I. Introduction

Cette partie se base sur 1’étude de la composition chimique des parties aériennes de L’espece choisie
Antirrhinum majus L, a savoir le screening phytochimique, le dosage de tanins condensé, le dosage
des flavonoides 1’évaluation de 1’activité oxydante et antibactérienne des différents extraits de cette
plante.

Tout cela a été réalisé au niveau des laboratoires pédagogiques du département de chimie de la faculté

des sciences de 1’université Saad Dahleb-Blida et Laboratoire d’hygiéne-Faroudja-Blida.

I1. Etude phytochimique

11.1. Récolte de matiere Vegétale

La partie aérienne de la plante a été récolté au mois d'Avril 2022 de la région de CHEFFA (wilaya de
BLIDA). Aprés séchage dans un endroit sec et aéré a I’abri des rayons de solaires. Les parties
aériennes ont été coupées en petits morceaux (on obtient m =50 g).

11.2. Macération

50 g de matiére végétale (feuilles, tiges, fleurs) préalablement coupée en petits morceaux ont été
placés dans un dessiccateur. La macération a été réalisée pendant 24 heures en utilisant trois solvants
de polarités différentes.

Le premier solvant utilisé était le cyclohexane. Apres les 24 heures de macération, I'extrait de
cyclohexane a éte récupéré par filtration. Ensuite, I'extrait a été concentré sous pression réduite dans
un évaporateur rotatif jusqu'a obtenir un résidu sec, dont la masse était de 1,19 g.

Apres le sechage de la matiére végétale, une nouvelle macération a été effectuée en utilisant le
chloroforme. La phase de chloroforme a été récupérée et concentrée a sec, donnant un résidu d'une
masse de 0,89 g.

Le méme processus a été répété avec le troisieme solvant, I'éthanol, et I'extrait obtenu a été concentré

a sec, donnant un résidu d'une masse de 4 g.

Figure 11.1 : Les étapes d'extraction solide-liquide (Macération - Filtration -Evaporation).
Le diagramme suivant (Figure 11.2) résume tout ceci
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Matiére
végetale(50g)
Cyclohexane
) I}Aatiér,e , @ Cyclohexane
vegétale(séché)
CH2Cl:
@ CH.Cl, Matiére Extrait
vegétale Cyclohexane(1,199)
ETOH
Extrait CH2Cl»(0,89 g) @ ETOH
Extrait

ETOH(49)

Figure 11.2 : Schéma de protocole d'extraction solide-liquide.

11.3. Screening phytochimique
Le criblage photochimique est un ensemble de tests qualitatifs permettant de mettre en évidence les

différents composés présents dans un produit végétal donné. Tels que les alcaloides, les saponines,

les polyphénols, les flavonoides, les coumarines, les quinones, etc.
La présence de ces substances est mise en évidence par la formation de précipités et/ou une

modification de la couleur du milieu [1]. Pour y parvenir, nous utilisons la technigque des réactions en

solution qui utilise les réactifs spécifiques.
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I1. 3.1. Préparation des échantillons
Pour préparer les échantillons, une petite quantité de matiére végétale est macérée dans trois solvants
differents pendant 24 heures.

v’ Extrait hydroalcoolique : noté A
Dans un Erlenmeyer, on ajoute 7 g de matiere végétale a 100 ml d'un mélange de méthanol et d'eau
dans un ratio de 70/30. Aprés agitation, le mélange est laissé en repos pendant 24 heures. Ensuite, le
mélange est filtré pour récupérer le filtrat.

v Extrait éthérique : noté E
Dans un Erlenmeyer, 7 g de matériel végétal sont ajoutés a 100 ml d'éther de pétrole. Apres une
période de macération de 24 heures, le mélange est filtré pour obtenir I'extrait éthérique.

v Extrait chloroformique : noté C
Dans un Erlenmeyer, 4 g de matériel végétal sont ajoutés a 100 ml de chloroforme. Apres une

période de macération de 24 heures, le mélange est filtré pour obtenir I'extrait chloroformique.

Figure 11.3 : Préparation des extraits.

11.3.2. Tests de caractérisations
11.3.2.1. Test de de flavan 3, 4 diols (test bate-smith)

On prend 2 ml d'extrait hydroalcoolique et on les répartit dans deux éprouvettes distinctes. Dans I'une
des éprouvettes, on ajoute 0,5 ml d'acide chlorhydrique concentré, tandis que l'autre éprouvette est
conservée en tant que témoin sans ajout d'acide. Les deux éprouvettes sont ensuite placées dans un
bain-marie et chauffées pendant 30 minutes..

=>» L'apparition de la couleur rouge indique la présence de leuco anthocyanes, qui sont des

dérivés de flavan-3,4-diols [2].

11.3.2.2. Test de flavonols et flavanones (test de Wilstater)
Deux tubes distincts sont utilisés pour répartir 2 ml d'extrait hydroalcoolique. Dans I'un des tubes, 0,5

ml d'acide chlorhydrique concentré est ajouté lentement, tandis que I'autre tube reste sans
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modification en tant que témoin, sans ajout d'acide. Par la suite, quelques copeaux de magnésium
sont ajoutés lentement dans chaque tube. Les réactions chimiques qui en résultent sont effectuées

sous une hotte pour garantir une ventilation adéquate.

=>» L’apparition d’une couleur qui vire vers le rouge pourpre (flavonols) ou le rouge violacées

(flavonones et flavonols) confirme 1’existence des flavonoides [2].

11.3.2.3. Test des tanins
On répartit 2 ml d'extrait hydroalcoolique dans 3 tubes distincts. Dans le premier tube, on ajoute 4 a
5 gouttes de gélatine a 1 %. Dans le deuxiéme tube, on ajoute 4 a 5 gouttes de FeCls dans une solution
d'éthanol. Le troisieme tube est utilisé comme témoin, sans ajout de substance. La présence de tanins
galliques provoque un changement de couleur vers le bleu-noir, tandis que la présence de tanins
catéchiques conduit a une couleur brun verdatre avec précipitation lors des tests de gélatine [3].
11.3.2.4. Test des alcaloides
Pour chaque extrait, effectuer la procédure suivante : ajouter 5 ml d'HCI % a 1 ml de chaque extrait,
chauffer I'ensemble au bain-marie, et diviser chaque extrait en deux volumes égaux. Un volume a été
traité avec le réactif de Mayer et l'autre avec le réactif de Wagner.
Le test a été réalisé avec le réactif de Mayer, qui a été préparé comme suit : 1,358 g de HgCl ont été
dissous dans 60 ml d'eau distillée, puis 5 g de Kl ont été dissous dans 10 ml d'eau distillée. Mélanger
les deux solutions et ajuster le volume total a 100 ml.

=>» La formation d’un précipité blanc ou brun confirme la présence des alcaloides [4].
11.3.2.5. Test des quinones
Ajouter quelques gouttes de solution d'hydroxyde de sodium (NaOH, 10 %) a 2 ml d'extrait d'éther.

=> Aprés agitation, la couleur de la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou violet indiquant la

présence de quinones [5].

11.3.2.6. Test des Anthraquinones
Ajouter quelques gouttes de solution d'hydroxyde de potassium (KOH, 10%) a 2 ml d'extrait de
chloroforme.

=>» Une couleur rouge dans la phase aqueuse indique un test positif [6].
11.3.2.7. Test des coumarines

Un fragment de ’extrait E est dissout dans 2 ml d’eau chaude, aprés refroidissement la solution est

partagée dans deux tubes ; le ler tube témoin et dans le 2eme tube on ajoute 0,5ml de NH4OH.
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=» L’apparition d’une fluorescence intense du tube 2 sous lumiéres UV 365 nm montre la

présence des coumarines [7].

11.3.2.8. Test des saponines (indice de mousse)
Les saponines sont généralement appelées composés tensioactifs non volatils et sont principalement
distribuées dans le régne végétal [8]. Structurellement parlant, les saponines peuvent étre divisées en
deux catégories : les saponines stéroidiennes et les saponines triterpéniques selon la nature de leurs
saponines [9].
Prenez 5 g de matériel végétal contenant des tiges broyées et placez-le dans un flacon Erlenmeyer.
Ajoutez 50 ml d'eau distillée et faites bouillir pendant 30 minutes. Une fois refroidi, filtrez la
préparation. Prenez ensuite 5 ml de la décoction obtenue et transférez-les dans un tube a essai.
Remuez le contenu du tube a essai

=>» L’apparition d’une mousse persistante indique la présence des saponines [9].
I11. Quantification des composés phénoliques
Cette méthode permet de déterminer la quantité des polyphénols totaux, des tanins condensés et des
flavonoides totaux présents dans un extrait préparé a partir de notre plante.

I11.1. Dosage des polyphénols totaux
I11.1.1. Principe :

La teneur en polyphénols totaux dans les extraits de la plante est estimée par la méthode de Folin-
Ciocalteu décrite par (Talbi et al., 2015) [10] avec quelques modifications.
111.1.2. Procédure

+ Mode opératoire
Préparation de Carbonate de sodium (Na2CQOg) a 7,5%
7,5 grammes de Na>COs et sont dissouts dans 100 ml d’eau distillé.
Préparation de I’extrait de plante
Une masse de 1 mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1 ml de I’eau distillée (ou éthanol).
Préparation de Folin-Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois
1 mL de la solution FCR concentré (2M) est complété a 10 ml avec 1’eau distillée (9 ml).
* 20 pL d’extrait de plante + 100 uL de FCR dilué (1 :10) + (Aprés 4 min) 800 pL de carbonate de
sodium (7,5%) + mettre le mélange a I’obscurité a température ambiante pendant 2h + lecture a 765
nm. Un blanc est préparé de la méme maniére en remplagant 1’extrait par le solvant utilisé (éthanol)

[11].
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Gamme d’étalonnage

L'acide gallique (0 - 75 pg/ml) est utilisé comme standard pour établir la courbe d’étalonnage.
Préparation de la gamme d’étalon de I’acide gallique

On prend 1mg de I’acide gallique et on le dissolve dans 5 ml d’éthanol pour obtenir la solution S1

(0,2 mg/ml). Les dilutions sont préparées comme suite (figure 11.4) :

Solution mére de I’acide gallique (200 pg/ml)

Série de dilutions (ug/ml)

175 15 12 100 75 50 25

20 pL de chaque solution +100 pL de folin +7,5 de
Na,CO3

Apreés
2h

Lecture des absorbances a 765 nm

Figure 11.4 : Protocole de dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols des trois extraits (Ethanol et Chloroforme) est calculée a partir de 1’équation
de régression de la gamme d’étalonnage établie avec I’acide gallique (ayant L’équation : Y = 0.067X
- 0,1744 / R* = 0,999) et est exprimée en microgramme d’équivalent de I’acide gallique par
milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait sec PS) .

Les absorbances de courbe d’étalonnage en fonction de leur concentration sont rapportées sur la

figure ci-dessous (figure 111.5)
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Acide ga"ique
0,7
e e e s s @
] —— e
tg 0'4 -------------- .- -----
,:’ 0’3 ------ . .......
- y =0,0067x + 0,1744
) R? = 0,9996
5 o
g O ’ 20 30 40 50 60 70 80

Concentration (ug/ml)

Figure 11.5 : Courbe d'étalonnage d'acide gallique

111.2. Dosage des flavonoides totaux

111.2.1. Principe

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3) a été utilisée pour déterminer la teneur totale en
flavonoides. Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre qui forme une liaison
Covalente avec le trichlorure d’aluminium ce qui donne des complexes jaunatres ceci se traduit par
le fait que le métal (Al) a perdu deux électrons pour s unir & deux oxygenes de la molécule phénolique
agissant comme donneurs d’électrons.

Le complexe jaune présente une absorbance maximale a 430 nm dont I’intensité est proportionnelle
a la quantité des flavonoides présents dans 1’échantillon [12].

111.2.2. Procédure

* Mode opératoire

La teneur en flavonoides totaux a été déterminée selon la méthode décrite par (Marinova et al 2005).
[13], avec modification des réactif (remplacé nitrite de sodium par acétate de sodium). Ajouter 0,1 ml
de solution d'acétate de sodium et 0,1 ml de solution de chlorure d'aluminium & 2 ml d'extrait ou de
solution de fraction. Aprés 5 min d'incubation, mettre en contact le mélange avec 2,8 ml d'eau
distillée. Mesurer I'absorbance a une longueur d'onde de 420 nm contre un blanc composé de 0,1 ml
de solution d'acétate de sodium, 0,1 ml de solution de chlorure d'aluminium et 2,8 ml d'eau distillée.
La quercétine a eté utilisée comme étalon de réference pour établir la courbe d'étalonnage et quantifier
la teneur totale en flavonoides exprimée en milligrammes d'équivalent de quercétine par gramme
d'extrait (mg EQ/g d'extrait).

* Préparation de la gamme d’étalon de la quercétine

La gamme d’étalon est préparée avec la quercétine a des concentrations variables de (0 -30) pg/ml.
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2000 pl de chaque dilution est a été¢ mélange avec 100 pl de trichlorure d'aluminium (10%) et 100ul
d’acétate de sodium (1 M) et 2500 pl de I’eau distillée. Aprés une heure (1h) d’incubation a
température ambiante L'absorbance a été mesurée a 420 nm par un spectrophotomeétre UV-Visible

[13]. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage (Figure II1.6), ayant
L’équation : (Y = 0,027x + 0,004 / Rz = 0,999) et est exprimée en microgramme d’équivalent de la

quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait sec PS).

quercetine

(420)
o000
oy N o L

.®
.o
Ohae
.

o
~
[ ]

o®
e

y = 0,0274x + 0,004
P RZ = 0,9995

Absorbance
oopo
R N W
@
[ ]

\
e

0 5 10 15 20 25 30 35

Concentration (ug/ml)

Figure 11.6 : Courbe d'étalonnage de la quercétine

La (figure 11.7) résume le protocole de dosage des flavonoides totaux.

2 ml de solution d’extrait

+

0,1 ml de solution d’acétate de sodium

+
1 ml de solution de chlorure d’aluminium

Incubation 5 min

L’absorbance a été
mesurée a une
Aj 2. 11 istillé
jouter 2.8 ml I’eau distillée Longueur d’onde de

420 nm

Figure 11.7 : Protocole de dosage des flavonoides totaux
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111.3. Dosage de tanins

111.3.1. Principe
Le principe de ce dosage est basé sur la fixation du groupe aldéhydique de la vanilline sur le carbone
en position 6 du cycle A des tanins condensés qui entrainent une coloration verte de la solution qui
absorbe a 500 nm.

+ Mode opératoire
La teneur en tanins condenses a été déterminée selon la méthode décrite par (Julkunen-Titto,1985)
[14]. Une quantité de 400 pL de chaque extrait a été ajoutée a 3000 uL de la solution a 4% de vanilline
dans 1’éthanol. Le mélange résultant est vigoureusement agité et un volume de 1500 uL d’acide
chlorhydrique concentré y a été additionné. Le mélange obtenu est laissé au repos pour réagir a
température ambiante pendant 20 min. L.’absorbance a été mesurée a une longueur d’onde de 500 nm
contre un blanc constitué de la solution & 4% de vanilline dans le méthanol. Une solution mere
catéchine a été utilisee comme standard de référence pour 1’établissement de la courbe d’étalonnage
et pour la quantification des teneurs en tanins condensés exprimés en milligramme équivalent de
catéchine par gramme de la matiére séche (mg EC/g de la matiere séche)
[14]. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage (Figure II1.8), ayant
L’¢équation : Y =0,0316x + 0,01314 / R* = 0,996.

Catéchine

.-.
003 | ® y=0,1314x+0,0316
S 0,02 R =0,9968

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
Concentration (ug/ml)

Figure 11.8: Courbe d'étalonnage de la Catéchine

La (figure 11.9) résume le protocole de dosage des tanins
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400 pL de chaque extrait 400 pL de blanc (éthanol)
+ +
3000 pL de 1a solution a 4%

NI
de vanilline dans I’éthanol 3000 pL de la solution 2 4% de

Vanilline dans I’éthanol

Ajouter un volume de 1500
pL d’acide chlorhydrique

concentré
\/
Laissé au repos pour réagir a L’absorbance a été
température ambiante mesurée a une longueur
pendant 20 min d’onde de 500 nm

Figure 11.9 : Protocole de dosage des Tanins

IV. Evaluation de ’activité antioxydante

L’activité antioxydant des extraits a été évaluée in vitro par deux méthodes différentes :
v La méthode de piégeage du radical libre 2, 2- diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH).
v La méthode de blanchissement de la 3-caroténe.

IVV.1. La méthode de piégeage du radical libre DPPH

IV.1.1. Principe

La réduction de ce radical stable par un agent antioxydant en DPPH-H (2,2-diphényl-1-picryl-
hydrazine) induit une perte de sa couleur violette foncée qui va se transformer en jaune péle.

Cette réaction qui s’effectue a température ambiante pour éliminer tout risque de dégradation
thermique des molécules thermolabiles peut étre suivie par spectrophotométrie en mesurant la
diminution de son absorbance caractéristique entre 515-518 nm provoquée par les antioxydants.

Ce test est tres utilise, car il est rapide, facile et non couteux [15]. Dans ce test, le substrat est un
radical stable, qui peut en fait étre neutralisés soit par réduction directe via des transferts d'électrons

ou par des transferts d'atome d'hydrogéne. En formant le DPPH-H (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine)
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avec perte de son ultime absorbance. Une faible absorbance indique une meilleure activité
antioxydant [16].
IV.1.2. Préparation du DPPH

Une quantité de 3 mg de DPPH est dissout dans 100 ml d’éthanol avec agitation pendante 30min, a
I’abri de la lumiére. L’absorbance est de (0,5-0,8) mesurée avec un spectrophotométre a 517nm.

+ Mode opératoire
400 pl des solutions d’extraits ont été ajoutés a 1600 pul DPPH (3% préparée dans éthanol).
Parall¢lement, un controle négatif est préparé en mélangeant 400 pl de méthanol avec 1600 pl de la
solution éthanolique de DPPH. La lecture de 1’absorbance est faite contre un blanc préparé pour
chaque concentration a 517nmaprés 30 min d’incubation a 1I’obscurité et a température ambiante. Le
contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; 1’acide ascorbique dont
I’absorbance a ét¢ mesuré dans les mémes conditions que les échantillons et pour chaque
concentration, le test est répété 2 fois. L’activité anti radicalaire est estimée selon 1’équation ci-
dessous [16].

L’activité antiradicalaire est estimée en pourcentage d’inhibition grace a la formule suivante :

% = [(Abs controéle — Abs échantillon) / Abs controle] x100

1% : Pourcentage d’inhibition de DPPH®

Abs Controle : Absorbance du contréle Abs

Echantillon : Absorbance de I’extrait

Les valeurs de I’ICso ont été déterminées graphiquement par la régression linéaire.

Nous avons utilisé différentes concentrations (8, 4, 2, 1,0.5,0.25mg/ml) des échantillons étudiés.

Le protocole d’évaluation du pouvoir antioxydant des différents extraits ainsi que celui des standards

est illustré par la (Figure 11.10) :
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3% de DPPH préparée dans
L'éthanol.

400ul des solutions

D’extraits ont été ajoutés a 1 S Controle négatif

1600 pl DPPH

Mesurée I'absorbance

A 517 nm apreés 30 min

Figure 11.10: Protocole de I’évaluation de I’activité anti-radicalaire la méthode de DPPH.

L’expérience a été répétée deux fois et les résultats ont été exprimés en Vvaleurs des ICso
(Concentration inhibitrice de 50% des radicaux DPPH®). Elle a été calculée a partir du graphe de
pourcentage d'inhibition (figure 11.11) en fonction de la concentration de I'échantillon qui présente
I’ICso la plus faible est celui qui présente 1’activité anti-radicalaire la plus importante. Les résultats
obtenus pour 1’extrait testé ont été exprimés par rapport a ceux obtenus pour I’acide ascorbique pris

comme antioxydant de référence.

Acide ascorbique

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Inhibition %

0 0,05 0,2 0,25

Concéitration (p%/lr%l)

Figure 11.11 : Courbe d'inhibition % du DPPH en fonction de concentration d'acide ascorbique
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Le protocole d’évaluation du pouvoir antioxydant des différents extraits ainsi que celui des standards

est illustré par la (Figure 11.12) :

1600 pl de DPPH + 400pl de

l

Incubation pendant 30 min a température

ambiante et a I'obscurité

l

Lecture a 517

Figure 11.12: Protocole de 1’évaluation de 1’activité antiradicalaire par la méthode de DPPH

IV.2. Méthode de blanchissement du -caroténe
IVV.2.1. Principe

Cette technique de spectrophotométrie dans I’ultraviolet a initialement ét¢ développée par (Marco
1968) [17], puis légerement modifiée par Miller (1971) [18]. Elle consiste a mesurer, a 470 nm, la
décoloration du B-caroténe résultant de son oxydation par les produits de décomposition de 1’acide
linoléique. La dispersion de 1’acide linoléique et du B-caroténe dans la phase aqueuse Est assurée par
du Tween. L’oxydation de I’acide linoléique est catalysée par la chaleur (50°C) de mani¢re non
spécifique. L’addition d’antioxydants purs ou sous forme d’extrait végétal induit un retard de la
cinétique de décoloration du B-caroténe. Cette méthode est sensible, rapide et simple s’agissant d’une
mesure spectrophotométrique dans le visible [19]. La capacité antioxydante de nos échantillons a été
évaluée selon la méthode décrite par [20].
+ Mode opératoire

Une quantité de 2 mg de -carotene a été solubilisée dans 10 ml de chloroforme (CHCI3), la solution
a été transférée dans un ballon contenant préalablement 200 pl d’acide linoléique et 200 mg de tween
40. Aprées évaporation totale du chloroforme, 100 ml d’eau distillée ont été additionnées au résidu et
I’ensemble a été mélangé vigoureusement jusqu’a obtention d’une émulsion.

Un volume de 4800 pl de cette émulsion a été ajouté dans des tubes contenant chacun 200 ul de
chaque extrait (a une concentration finale de 8 mg/ml préparé dans 1’Ethanol). Apres agitation, les

tubes sont placés dans un bain marie a 50 C° pendant 2h, ’absorbance a été mesurée immédiatement
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contre un blanc (émulsion sans extrait) a 470 nm pendant des intervalles de temps : 30 min, 1h, 1 :30h
et 2h d’incubation a température ambiante [20]. La méme procédure a été répétée avec le hydroxy

anisole butyle (BHA) (1 mg/ml) comme un controle positif et avec 1’éthanol comme des controles

négatifs.

Partie expérimentale

L'activité antioxydante des extraits et du BHA a été calculée par rapport au contrdle négatif en

utilisant I'équation suivante [21].

AAY= [ 1-

Abs échantillon t=0 - Abséchantillon t=120

]x 100

AA% : activité antioxydante %

Abs controle t=0 - Abscontroile t=120

Abs échantillon t=0 : Absorbance de I'échantillon a t=0

Abs échantillon t=120 : Absorbance de I'échantillon & t=120 min

Abs controdle t=0 : Absorbance du blanc a t=0
Abs controdle t=120 : Absorbance du blanc a t=120 min

La (figure 11.13) présente le protocole utilisé pour évaluer le pouvoir antioxydant des extraits par la

méthode de blanchissement du B-caroténe, ainsi que celui des standards.

10 ml d’une solution
Chloroformique et de 2 mg de f3-
caroténe sont évaporés a

I’aide d’un évaporateur rotatif

N

Mélanger le résidu

obtenu avec 200 mg de Tween 40
et 200 mg d’acide

linoléique +100 ml de I’eau

~N

Mesurer I’absorbance

a 470 nm chaque 30min

Figure 11.13: Protocole de 1’évaluation de I’activité antiradicalaire par le test de blanchissement du

——

B-caroténe.
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V.3 Caractérisation des extraits

V.3.1. Analyse par UV-VIS

La spectroscopie UV-Visible est une méthode d’analyse et d’identification des espéces chimiques
ainsi la nature des liaisons présentes au sein de 1’échantillon. Elle se réalise a I’aide d’un L’absorption
dans le domaine UV-visible est due au passage d'un niveau électronique a un autre d’énergic
supérieure avec changement des niveaux de vibration et de rotation ; au cours de ce processus, un
¢lectron passe d’une orbitale moléculaire a une autre d’énergie supérieure.

Les spectres dans 1’UV-visible donnent I’absorbance de 1’échantillon analysé¢ en fonction de la
longueur d’onde du rayonnement repérés en abscisses. Pour cette analyse, nous avons utilisé un
appareil de type « Rayleigh UV 2601 » (figure 11.14) et le solvant utilisé pour la dilution des extraits

est ’hexane.

Figure 11.14 : Le spectrométre UV-VIS.

V1. Evaluation de ’activité antibactérienne

L’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits : Cyclohexane, Chloroforme et Ethanol des
parties aériennes de 1’espéce Antirrhinum majus L a été testé, in vitro, par la méthode de diffusion
des disques en milieu gélosé. Dans cette étude, nous avons utilisés cing bactéries : Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 8739),
Salmonelle aboney (NCTC 6017) et Bacillus subtilis (ATCC 6633). Cette étude de D’activité
antibactérienne est réalisée au laboratoire d'hygiéne au niveau de I’Etablissement Hospitalier Public,

Ferroudja, Blida.
V1.1. Préparation des extraits

La préparation des solutions a été réalisée en solubilisant 20 mg de chaque extrait (Cyclohexane,
Chloroforme, Ethanol dans 1 ml de DMSO. Ces solutions obtenues sont communément appelées

"solutions meéres" [22].
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V1.2. Préparation de milieu de culture

Pour optimiser leur croissance, les souches bactériennes sont ensemencees dans de la gélose nutritive
Mueller Hinton et incubées a 37°C pendant 24 heures. Ensuite, quelques colonies bien isolées et
identiques de chaque souche bactérienne a tester sont prélevees en raclant a l'aide d'une anse de
platine. Les colonies prélevées sont déchargées dans 10 ml d'eau distillée stérile, puis la suspension
bactérienne est homogénéisée de maniére approfondie. Si nécessaire, I'inoculum peut étre ajusté en
ajoutant soit de la culture bactérienne s'il est trop faible, soit de I'eau physiologique stérile s'il est trop
concentré [23].

Figure 11.15: Préparation du milieu de culture

V1.3. Préparation de la suspension bactérienne

Grattez un petit nombre de colonies bien séparées avec un écouvillon stérile, puis il en est de méme
pour chaque souche bactérienne & tester. Ecouvillon drainé dans 5 ml Homogénéisation de l'eau
physiologique avec des suspensions bactériennes.

V1.4. Ensemencement

L'ensemencement et le dépot des disques ont été effectués de la maniére suivante :

Un écouvillon est trempé dans la suspension bactérienne, puis I'excés de liquide est retiré en le
pressant fermement contre la paroi interne du tube.

L'écouvillon est frotté sur I'ensemble de la surface gélosée de la boite de Petri, en réalisant des stries
serrées de haut en bas.

Cette operation est répétee deux fois en tournant la boite de Petri de 60° a chaque fois pour assurer
une répartition homogene des bactéries.

L'ensemencement est finalisé en passant I'écouvillon une derniére fois sur toute la surface gélosée. Si
plusieurs boites de Petri sont ensemencées avec la méme souche, I'écouvillon est rechargé a chaque
fois.

36



Chapitre Il Partie expérimentale

Figure 11.16 : Ensemencement des bactéries
Dépdt des disques
Les disques imprégnés d'extraits sont délicatement déposeés sur la surface de la gélose inoculée a I'aide
d'une pince stérile.

Figure 11.17 : Dépot des disques imprégnés par les extraits

De méme, des disques contenant l'antibiotique la gentamicine (témoin positif) et DMSO (contrdle
négatif) appropriés et préts a I'emploi ont été utilisés pour la comparaison des résultats avec les extraits
testés. Ensuite, les boites de Petri sont incubées pendant 18 a 24 heures a 37 °C

Figure 11.18: Disposition des disques des trois d'extrait Et le témoin (-) et positif (+) Dans la boite.
V1.5. Lecture des résultats

La lecture des résultats se fait par la mesure des zones d’inhibition aprés 24 heures d’incubation, qui

sont représentées par un cercle clair formé autour de chaque disque [24].
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La zone d’inhibition a été évaluée en mesurant la moyenne de deux diameétres perpendiculaires

passant par le milieu du disque (y compris le diamétre des disques a 1’aide d’une régle).

Dhaquee de papier ~
fbdled e Tapis bactézien

esseriiele _— —~___ %d—— -\\....
Q* t Q)
~ Incubation a 37=C
vacsieien / N
'-1—.-

pendant 24 heures
Boze d‘" Pét Dhiameétre

avec gilose dishibition
mustritive

/

Figure 11.19: Schéma de zone d'inhibition dans un test antibactérien

VI1I1. Evaluation de L’activité antifongique

Le méme protocole de I’activité antibactérienne a été suivi en utilisant les deux fungies : Aspergillus
brasiliensi (ATCC 16404) et Candidat albicans (ATCC 10231), Le milieu de culture est le
SABOURAUD. Cette étude de ’activité est réalisée aussi au laboratoire d'hygi¢ne au niveau de
I’Etablissement Hospitalier Public, Ferroudja, Blida.

Les mémes étapes que ’activité antifongique sont suivi dans 1’ordre (Préparation de milieu de culture
SB - Suspension bactérienne - Prélévement- Ensemencement- Applications des disques d'extrait-

Lecture des résultats).

Figure 11.20: les étapes de ’activité antifongique.

IX. Conclusion

Nos travaux de screening, de dosages et de I'évaluation des propriétés antioxydantes,
antibactériennes, antifongique et anticorrosion, nous ont permis une identification qualitative et
quantitative des différents extraits de notre plante Les résultats relatifs a cette partie de nos
investigations seront détaillés dans le chapitre 11, rassemblant résultats et discussion.
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Chapitre Il Résultats et discussion

I. Introduction

Ce chapitre se divise en deux parties distinctes. La premiére partie concerne I'analyse phytochimique
et la gquantification des polyphénols et flavonoides totaux présents dans les extraits des parties
aeriennes de la plante Antirrhinum majus L. La deuxiéme partie porte sur I'évaluation des activités
antioxydante, antimicrobienne, et anticorrosion de ces extraits.

I1. Etude phytochimique

I1.1. Le rendement de macération
Les rendements d’extraction des deux macérations sont déterminés en poids de matiére végétale seche
et les résultats sont exprimés en pourcentage et répertoriés dans le (tableau 11.1).

Tableau 11.1: Rendement de I’extraction de I’espéce Antirrhinum majus L

Poids Ps Extrait Masse (g) Rendement (%)
Cyclohexane 1.19 2.38
509 Chloroforme 0.89 1.78
Ethanol 4 8
100g Méthanol 9 10

D’aprés nos résultats nous avons observé des différences entre les rendements d’extractions
consécutives.
= Dans la premiere macération I’extrait Ethanolique donne le rendement le plus élevé dans cette
macération avec un pourcentage de 8% et I’extrait cyclohexane avec pourcentage de 2.38%
suivie de I’extrait Chloroformique qui donne le rendement le plus bas 0.89%.
= Dans la deuxieme macération 1’extrait méthanolique donne un rendement importent de 10%
qui représente la valeur la plus élevée dans les deux macérations.
Cette déférence observer dans les valeurs des rendements d’extraction est due aux différents solvants
utilisés, suggérant que le rendement d’extraction des solvants polaires (Méthanol, Ethanol) est plus
important que les solvants moyennement polaires (chloroforme) et apolaire (cyclohexane).
Globalement, les rendements des extraits secs peuvent varier en fonction des parametres d'extraction
tels que la température, le solvant d'extraction, la taille des particules et le coefficient de diffusion du

solvant. Ces extraits sont ensuite utilises pour évaluer les activités antioxydantes et antimicrobiennes.
11.2. Screening phytochimique

Le screening phytochimique est basé sur des reactions qualitatives qui permettent d’identifier les

substances chimiques existent dans la Plante.
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Le principe est basé soit sur la formation de complexes insoluble en utilisons des réactions de
Précipitation soit sur la formation de complexes coloré en utilisons les réactions de coloration entre
les réactifs et les substances desirés.

Les résultats globaux du criblage chimique de I'espéce sont regroupés dans le (tableau 111.1).

Tableau I11.1: Résultats des tests de caractérisation des déférents groupes chimiques.

Groupe Extrait Observation Résultat
chimique
A Changement +++
Flavonoides de couleur
(flavan3,4- (rouge)
diol)
Flavonoles +++
Changement
A de  couleur
(rouge
pourpre)
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Tableau I11.1:

chimiques(suite).

Résultats des tests de caractérisation

Résultats et discussion

des déférents groupes

Tanins

(gélatine) Précipitation +

Tanin (fecls) Changement
de couleur ++
(brun
verdatre)

Quinones Pas de -
changement
de couleur
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Tableau I11.1:

chimiques(suite).

Résultats et discussion

Résultats des tests de caractérisation des déférents groupes

Anthraquinon

€s

Pas de
changement

de couleur

Coumarine

Pas de
fluorescen

ce

Saponoside

Aqueux

Formation

d’une mousse

Alcaloide

Extrait
éthanolique

Trouble
(fotmation de
petit
pricipitation

blanc)
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Réaction tres positive (+++) : présence confirmée. Réaction positive (++) : présence modérée
Réaction plus au moins positive (+) : présence en tant que trace. Réaction négative ( - ) : absence
Les résultats de screening phytochimique nous permettre de constater que cette plante renferme les
différents composés rechercher avec des présences variables selon les tests de coloration.
e Une forte présence des flavan-3,4-diols et des flavonoles, tanins catéchiques dans 1’extrait
hydro alcooligue et les saponosides dans 1’extrait aqueux donc sont les plus abondent.
e Une faible présence des alcaloides en tant que trace dans ’extrait éthanolique.
e [L’absence des quinones et coumarines dans 1’extrait éthérique et des anthraquinones dans
I’extrait chloroformique.
Les résultats obtenus lors de screening nous montrons la présence de diverses classes de métabolismes
secondaires connus pour leurs activités biologiques.
I11. Résultats de I’étude quantitative
Pour caractériser quantitativement les extraits préparés a partir de plante étudiée, les polyphénols
totaux et les flavonoides et les tanins ont été dosés.
La détermination du taux des polyphénols totaux, des flavonoides et les tanins dans les extraits
chloroforme et éthanol de I'espece Antirrhinum majus par la méthode Folin-Ciocalteu et la méthode
de chlorure d’aluminium et la méthode Julkunen-Titto, I'acide gallique, la quercitine et la catéchine
ont été utilisées comme références pour la détermination des polyphénols et des flavonoides,

respectivement. Les quantités sont approximées en pg/mg a l'aide de I'équation suivante [1] :
CxV
M
Ou C est la concentration de la référence établie a partir de la courbe d'étalonnage (pg/ml), V le

Teneur =

volume de la solution mere d'extrait (ml), M le poids de I'extrait dilué dans la solution mére (mg).
I11.1. Dosage des polyphénols
La détermination de la teneur en polyphénols totaux dans les extraits d’Antirrhinum majus. Est
estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu [2].
Le tableau ci-dessous montre les résultats de la teneur en polyphénols des extraits ont été exprimées
en pg d'équivalent d'acide gallique par mg d'extrait (ug EAG/mg d’extrait sec)

Tableau I11.2 : Teneurs en polyphénols des extraits de 1’espéce Antirrhinum majus

Extrait Chloroforme Ethanol

g EAG/mg PS 30.1+ 1.73 41.8+ 0.25

Les valeurs sont les moyennes de trois répétitions plus ou moins 1’écart-type.
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D'aprés les résultats présentés dans le tableau (Tableau 111.3), le test a révélé la présence de
polyphénols dans les deux extraits. Nous observons que I'extrait éthanol affiche la teneur la plus
élevée (41.8+ 0.25ug EAG /mg PS) suivi par I’extrait chloroforme (30.1+ 1.73ug EAG/mg PS).

Les résultats de ces études sont cohérents avec une observation récurrente selon laquelle la plus
grande proportion des composés phénoliques se trouve dans les extraits polaires. Ces résultats sont
résumés dans la figure suivante (Figure I11.1) :

45
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20 41,8
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15 30,1

10 I
0

ETOH

TENEUR EN POLYPH2NOL(MG EAG/MG
(9]

CHLOROFORM

Figure 111.1: Diagramme a barre représentatif des teneurs en polyphénols des extraits.

111.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides ont un groupe hydroxyle libre (OH) en 5™ position et sont capables d'obtenir des
complexes jaune pale en chélatant les ions Al* en présence de chlorure d'aluminium. La couleur
jaune résultante est directement proportionnelle a la quantité de flavonoides présents dans I'extrait
[3]. Les résultats de dosage des flavonoides dans les échantillons des deux extraits sont rapportés
dans le (tableau 111.3) :

Tableau I11. 3 : Teneurs en flavonoides dans les extraits.

Extrait Chloroforme Ethanol

Hg EQ/mg PS 19.56+ 1.62 22.48+ 0.35

Les résultats présentés dans le tableau ci-dessus montrent que les teneurs en flavonoides totaux
varient considérablement entre les différents extraits. L extrait Ethanolique enregistre un maximum
de flavonoides (22.48+ 0.35ug EQ/mg PS) ce qui indique la richesse de cet extrait en flavonoides
par rapport a I’extrait chloroformique qui renferme une teneur plus faible (19.56 + 1.62ugEQ/mg
PS). Ainsi, la concentration de flavonoides dans les extraits de plantes dépend de Solvants utilises
dans la préparation des extraits [4]. Les résultats du dosage des flavonoides sont représentés sous

forme d’histogramme comme le montre la figure ont résumés dans la (figure 111.2) suivant :
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Figure I11. 2 : Diagramme a barre représentatif des teneurs en flavonoides des extraits.

111.3. Dosage des tanins

Les tanins ont éte dosés selon la méthode de Julkunen-Titto en utilisant la catéchine comme
standard. Les mesures d'absorbance ont été effectuées a une longueur d'onde de 550 nm. Les
résultats du dosage des tanins dans les échantillons des deux extraits sont rapportés dans le (tableau
11.4) :

Tableau I11.4 : Teneures des tanins dans les extraits

Extraits Chloroforme Ethanol

ug EC/g PS Non détectable 15.33+0.13

D’apres Les résultats de tableau 1’extrait Ethanolique contient une teneur en tanins (15.33%
0.13pugEC/mg PS) par contre dans 1’extrait chloroforme les tanins sont non détectable, Ce résultat
est cohérent avec celui de nombreux chercheurs qui ont noté que les extraits & I'éthanol
enregistraient les niveaux les plus élevés de tanins.

On peut alors conclure que I'extraction des tanins dépend de leur nature chimique, du solvant utilisé
et des conditions opératoires. Cependant, la teneur en tanins peut également varier en raison de
plusieurs facteurs, tels que : la sensibilité des tanins & de multiples voies de dégradation (oxydation,
lumiére, etc.), le stade de maturation des fruits, les conditions culturales et climatiques, la pression

du sol ou de la prédation [5]. Les résultats du dosage des tanins sont représentés sous forme
d'histogramme dans la (figure 111.3).
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Figure 111.3: Diagramme a barre représentatif des teneurs en tanins dans les extraits.

Les résultats du dosage indiquent également que la teneur en polyphénols est supérieure a celle des
flavonoides et des tanins. Cette disparité dans les teneurs en polyphénols, flavonoides et tanins entre
les différents extraits peut s'expliquer par le choix du solvant d'extraction, ainsi que par les conditions
expérimentales du dosage.

Il est possible que le solvant d'extraction utilisé dans chaque cas ait une affinité différente pour les
différents types de composés polyphénoliques. De plus, les conditions expérimentales du dosage,
telles que l'utilisation du réactif de Folin pour les polyphénols, peuvent entrainer des réactions non
specifiques avec des protéines, des sucres et d'autres composés sulfurés, ce qui peut conduire a des
résultats inexacts [6,7].

Il convient donc de prendre en compte ces facteurs lors de l'interprétation des résultats et de les

considérer comme des sources potentielles de variation dans les teneurs en polyphénols, flavonoides
et tanins observées dans les différents extraits.
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Figure 111.4 : Taux des polyphénols, flavonoides et tanins dans les extraits.
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V. Activités biologiques in vitro

V. 1. Activité antioxydante

Antirrhinum majus a été analysé pour ses propriétés antioxydantes a travers 1’extrait d'éthanol.
L'évaluation a été réalisée a I'aide de deux méthodes différentes : le DPPH de piégeage des radicaux
libres, le test de blanchiment au f-carotene. Dans chaque méthode, des références ont été utilisées

telles que I'acide ascorbique et le BHT.
IV.1.1. Piégeage de radicale libre DPPH

Pour évaluer la capacité antioxydante des extraits et de lI'acide ascorbique, le test DPPH a été utilisé.
Cela impliquait d'étudier dans quelle mesure ils pouvaient éliminer les radicaux libres. Les résultats
obtenus, & une longueur d'onde de 517 nm par spectrophotomeétre, ont été utilisés pour tracer les
graphes de la variation du pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration pour I'extrait
Ethanol figure 111.5). La courbe montre que notre extrait, ainsi que le standard (Acide ascorbique)
(figure 11.11), réduisent de maniere dépendante de la dose le radical DPPH. En d'autres termes, le
pourcentage de réduction augmente avec l'augmentation de la concentration des extraits jusqu'a un
certain seuil, ou le pourcentage d'inhibition se stabilise avec I'augmentation de la concentration.
Ces reésultats ont également permis de déterminer la valeur de I'lCso, qui correspond a la
concentration nécessaire pour atteindre 50% d'inhibition. Cette valeur est utilisée pour évaluer
I'activité des extraits par rapport au standard.

La valeur de concentration inhibitrice a 50 % a été obtenue en interpolant la courbe de pourcentage
d'inhibition pour le DPPH dans le domaine linéaire avec la valeur % d'inhibition = 50, et la capacité

antioxydante a augmenté lorsque cette valeur a diminué. Les résultats sont présentés sur la (figure

111.5) en mg/ml.
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Figure 111. 5 : Courbe d’inhibition % de DPPH en fonction de concentration d’extrait et acide
ascorbique.
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Selon les valeurs ICso obtenues, I’extrait éthanol a montrer une grande activité (ICs0=0.08 = 0.082)
par rapport a I’acide ascorbique (ICs0=0.04 £ 0.01). Les composes phénoliques semblent étre de
bons candidats pour I'activité antioxydante en raison de la présence d'un grand nombre de groupes
hydroxyle qui peuvent réagir avec les radicaux libres [8,9].

De nombreuses études ont établi la relation entre la structure chimique des flavonoides et leur
capacité antioxydante, et I'activité anti-radicalaire de ces molécules est essentiellement déterminée
par leur structure ; les flavonoides les plus actifs sont ceux contenant des 3',4 flavonoides avec des
groupements '-dihydroxy et/ou des groupes 3-OH sur le cycle C [10,11].

L'extrait de chloroforme n'a pas réussi a obtenir une inhibition de 50 % et a été considéré comme
ayant une tres faible activité antioxydante en raison de son incapacité a extraire et a dissoudre les
composants actifs de la plante et a donc été retiré lors des tests ultérieurs.

0,08
0,06

— 0,04

S

g 0,02
N

o 0

Ty

P ETOH

O ACIDE

ASCORBIQUE

Figure 111.6 : diagramme a barre représentatif des valeurs ICsp de 1’extrait éthanolique et de

référence

IV.1.2. Test des blanchissements B-carotene

L'activité antioxydante a été évaluée en suivant I'oxydation du B-carotene dans I'extrait, un contréle
négatif et du BHA comme contr6le positif, en mesurant I'absorbance a 470 nm toutes les 30 min a
2 h, [12] comme indiqué dans la (figure 111.7) ci-dessous.
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Figure 111.7 : Courbe d’absorbance de B-caroténe en fonction du temps de I’extrait et la référence.

Les données montrent une nette réduction de I'absorbance au fil du temps, ce qui prouve que le
processus d'oxydation du f-caroténe est continu et ininterrompu. Par rapport au contréle négatif
(éthanol), les niveaux d'oxydation du B-caroténe sont modifiés de maniére distincte lors de
I'introduction d'extraits ou d'antioxydants conventionnels.

D’apres Les résultats de blanchiment du B-caroténe 1’extraits éthanolique posséde une activité
antioxydante avec un % d'inhibition de (57.40%) qui représente une valeur inférieure a celle du
BHA qui montre un % d'inhibition beaucoup plus important (60.28%).

Les résultats obtenus dans ce test B-caroténe peuvent étre dus a la solubilité différente des molécules
présentes dans l'extrait et a leur répartition entre les phases aqueuse et lipidique, puisque le systeme
utilisé pour mesurer cette activité est que les lipides sont en émulsions dans I'eau [13]. Les résultats
d’activités de blanchiment de tous les extraits et du standard sont résumés dans la figure (figure

111.8) suivante :
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Figure 111.8 : Diagramme a barre représentatif d'activité antioxydante % de 1’extrait et de BHA du
test B-caroténe.
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V. Caractérisation des extraits
V.1.Spectroscopie ultraviolet visible (UV-VIS)
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Figure 111.9 : Spectre UV de I’extrait chloroforme
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Figure 111. 10 : Spectre UV correspond 1’extrait Ethanol.

V1. Evaluation de I'activité antimicrobienne
VI. 1. Activité antibactérienne

Apres incubation a 37°C pendant 24 heures, les boftes de culture ont été récupérées afin de mesurer
le diametre de la zone d'inhibition des extraits de chloroforme et d'éthanol contre les cing souches
bactériennes testées : Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella aboney et Bacillus subtilis. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau ci-
dessous (Tableau I11.5).
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Tableau I11.5 : Zones d’inhibition des extraits dans cinq souches bactériennes.

Zone d’inhibition (mm)
Extrait Escherichia | Pseudomonas | Bacillus Staphylococcus | Salmonella
coli aeruginosa cereus aureus aboney
ATCC8739 | ATCC9027 | ATCC6633 | ATCC6538 ATCC6017
Chloroforme | - - - 10 9
Ethanol - - - 13 10
Gentamicine | 24 27 29 26 25
(témoin +)
DMSO - - - - -
(témoin -)

Les résultats présentés dans le (Tableau 111.6) démontrent que les extraits chloroformique et
éthanolique ont des activités antibactériennes variables contre les différentes souches de micro-
organismes testées.

L'extrait chloroformique montre une activité contre les souches bactériennes Salmonella aboney et
Staphylococcus aureus, avec des diamétres d'inhibition de 9 mm et 10 mm respectivement.
Cependant, il ne présente aucune activité contre Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus et
Escherichia coli.

L'extrait éthanolique présente une activité antibactérienne contre Salmonella aboney et
Staphylococcus aureus, avec des diameétres d'inhibition de 10 mm et 13 mm respectivement.
Cependant, il n'a pas d'activité contre Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus et Escherichia coli.
Ces résultats indiquent que les extraits étudiés ont une efficacité variable contre les souches

bactériennes testées, suggérant des différences dans leur activité antibactérienne spécifique.
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Figure I11. 11 : Résultats des tests d'activité antibactérienne des extraits chloroformique et
éthanolique.

D'aprés ces résultats, on peut constater que les souches Salmonella aboney et Staphylococcus aureus
sont sensibles aux extraits testés, comme en témoigne la présence de zones d'inhibition autour des
disques contenant les extraits chloroformique et éthanolique.

En revanche, les souches Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus et Escherichia coli se révelent
étre tres résistantes, étant donné I'absence de zones d'inhibition autour des disques.

Ces observations suggerent une sensibilité variable des différentes souches bactériennes aux extraits
testés, soulignant la nécessité de considérer leur potentiel antibactérien spécifique pour chaque
souche.

V1.2. Activité antifongique

Apreés 24 heures d'incubation & 25°C, les boites de Petri contenant les échantillons malaxés ont été
récupérées afin de mesurer les diamétres des zones d'inhibition des extraits chloroformique et
éthanolique contre les deux champignons testés : Aspergillus brasiliensis et Candida albicans. Les

résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant (Tableau I11.6).
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Tableau I11.6 : Zones d’inhibition des extraits dans deux champignons.

Zone d’inhibition
Extrait Aspergillus brasiliensi Candidatalbicans
ATCC16404 ATCC10231
Ethanol - -
Chloroforme - -
Témoin+ (Econazole) 36 29
Témoin-(DMSO) - -

Figure 111.12 : Résultats des tests d’activité antifongique (extraits chloroformique et éthanolique)
Les résultats indiquent une résistance notable des champignons Aspergillus brasiliensis et Candida
albicans aux extraits chloroformiques et éthanoliques, comme le montre I'absence de zones
d'inhibition autour des disques, contrairement au témoin.

VI1. Conclusion
Les résultats obtenus a partir du dosage des composés phénoliques totaux ne permettent pas de
déterminer précisément les concentrations de ces composes dans les extraits, en raison de
I'interaction potentielle du réactif de Folin-Ciocalteu avec d'autres composants présents dans les
échantillons. Ce réactif peut réagir avec des acides aminés aromatiques, tels que le tryptophane, des
glucides réducteurs tels que le glucose et le fructose, ainsi que la vitamine C, ce qui peut entrainer
des interférences.
La teneur en molécules bioactives peut varier en fonction de plusieurs facteurs pendant la croissance
de la plante, tels que la salinité, la sécheresse et I'exposition solaire, qui peuvent influencer la
biosynthése des métabolites secondaires. De plus, selon une étude menée par Wojdylo et al. [14],
la méthode d'extraction peut également affecter la teneur en composés phénoliques. Les résultats
obtenus dans cette étude montrent une corrélation significative entre I'activité antiradicalaire et le
taux de polyphénols. Des études antérieures ont également démontré que les espéces du genre
Ononis sont d'importantes sources de composés phénoliques présentant une activité antioxydante
significative.
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Conclusion générale

Les plantes médicinales continuent d'étre une source fiable de principes actifs connus pour leurs
propriétés thérapeutiques. Dans ce travail, nous nous sommes concentrés sur I'étude phytochimique
et biologique de I'espece Antirrhinum majus appartenant a la famille des Plantaginacea.

Les resultats de notre screening ont révélé la présence de différentes classes de métabolites
secondaires connus pour leurs activités biologiques dans I'espéce étudiée. Parmi ceux-ci, nous avons
identifié la présence de flavan-3,4-diols et de flavonols, ainsi que des tanins catéchiques dans I'extrait
hydroalcoolique. Dans I'extrait aqueux, les saponosides étaient les métabolites les plus abondants. De
plus, des alcaloides ont également été détectés. Ces résultats indiquent la richesse de I'espéce étudiée
en termes de composés chimiques bénéfiques sur le plan thérapeutique.

Les extraits chloroforme et éthanol ont été analysés pour quantifier les polyphénols totaux et les
flavonoides. Les résultats ont révélé la présence de polyphénols dans les deux extraits. L'extrait
¢thanol a montré la teneur la plus élevée en polyphénols (41.8+0.25ug EAG/mg PS), suivi de pres
par l'extrait chloroforme (30.1+1.73ug EAG/mg PS). Les teneurs en flavonoides totaux variaient
considérablement entre les deux extraits. L'extrait éthanolique présentait la plus grande quantité de
flavonoides (22.48+0.35ug EQ/mg PS), indiquant sa richesse en flavonoides par rapport a 1'extrait
chloroformique, qui avait une teneur plus faible (19.56+1.62ug EQ/mg PS). L'extrait éthanolique
contenait également des tanins (15.33+0.13ug EC/mg PS), tandis que les tanins étaient indétectables
dans I'extrait chloroforme. Ce résultat est cohérent avec les études antérieures qui ont montré que les
extraits éthanoliques présentaient les niveaux les plus élevés de tanins.

Les résultats ont également indiqué que la teneur en polyphénols était supérieure a celle des
flavonoides et des tanins. Cette disparité dans les teneurs en polyphénols, flavonoides et tanins entre
les deux extraits peut s'expliquer par le choix des solvants d'extraction et les conditions
expérimentales utilisées pour le dosage.

L'activité antioxydante des extraits a été évaluée a l'aide de deux méthodes : le test de réduction du
radical libre DPPH et le test de blanchiment du -carotene. Selon les valeurs d'IC50 obtenues, I'extrait
éthanolique a montré une forte activité antioxydante (1C50=0.08+0.082), bien que légerement
inférieure a celle de I'acide ascorbique (1C50=0.04+0.01). Les composés phénoliques présents dans
les extraits semblent étre de bons candidats pour I'activité antioxydante en raison de la présence de
nombreux groupes hydroxyle capables de réagir avec les radicaux libres. En ce qui concerne le test
de blanchiment du P-caroténe, I'extrait éthanolique a montré une activité antioxydante avec un
pourcentage d'inhibition de 57.40%, qui était inférieur a celui du BHA (60.28%), qui a montré un

pourcentage d'inhibition plus élevé.
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En ce qui concerne les tests d'activité antimicrobienne, les souches de Salmonella aboney et
Staphylococcus aureus se sont révélées sensibles aux extraits chloroformique et éthanolique ,comme
en témoigne la présence de zones d'inhibition autour des disques contenant ces extraits. En revanche,
les souches de Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus et Escherichia coli se sont révélées trés
résistantes, car aucune zone d'inhibition n'a été observée autour des disques. Les champignons
Aspergillus brasiliensis et Candida albicans ont également montré une résistance notable aux extraits
chloroformique et éthanolique, comme en témoigne I'absence de zones d'inhibition autour des

disques, contrairement au témoin.
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