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Abréviations et symboles

Les abréviations ont généralement été indiquées sous la forme la plus couramment utilisée dans

la littérature, elles sont donc souvent issues de la terminologie anglo-saxonne.

ABTS : acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique)
Ac Asc : acide ascorbique

ACN : acétonitrile

AcOELt : acétate d’éthyle

Al : acier inoxydable

AINS : anti-inflammatoire stéroidien

AG : acide gallique

Cinn : concentration d'inhibiteur

CC : chromatographie sur colonne

CCM : chromatographie sur couche mince
CEE : circuit électrique équivalent

Cac : capacité de la double couche électrochimique

CPE : ¢élément de phase constante

CE : contre électrode

CPG/SM : chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse

DAD : détecteur a barrette diode

DFT : la théorie de la fonctionnelle de la densité

DPPH : 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl

EAG : équivalent d’acide gallique

Ecorr : potentiel de corrosion

E; : efficacité inhibitrice

ECso : concentration efficace pour piéger 50% des radicaux
ECS : ¢électrode de calomel saturée

EDS : spectroscopie a dispersion d'énergie

ET : électrode de travail

ERO : espéce réactive de I’oxygene
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HPLC : chromatographie Liquide Haute Performance

HE : huile essentielle

HS-SPME : micro-extraction en phase solide en mode espace de téte
Hz : hertz

Leorr ¢ densité de courant de corrosion

Linn : densité de courant de corrosion en présence de I’inhibiteur
IGF : insulin-like growth factor (facteur de croissance 1 ressemblant a I'insuline)
IRS : insulin receptor substrates (substrats des récepteurs de l'insuline)
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ml : millilitre
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Introduction générale

Les plantes médicinales représentent 1’une des principales sources pour la découverte des
médicaments. Le pouvoir thérapeutique des plantes était connu par nos ancétres de fagon
empirique et rapporté dans les littératures antiques et arabes. Ainsi, les remedes naturels a base
de plantes médicinales ont été¢ pendant longtemps le principal voire 1’'unique recours pour
soigner et lutter contre les maladies (Leduc et al., 2006), et en méme temps comme maticre
premiere pour la médecine moderne (Jean and Jiri, 1983). Jusqu’a I’heure actuelle les deux
médecines moderne et traditionnelle sont pratiquées, notamment dans les pays en voie de

développement (Karou et al., 2006).

Le Sahara est le plus vaste écosystéme, caractérisé par des conditions climatiques trés
rudes, peuplé par des animaux et des végétaux bien adaptés a ce contexte, dans différentes zones
géomorphologiques (Ozenda, 1991). Les ressources végétales spontanées du Sahara
constituent une flore plus ou moins faible. Elles sont adaptées et utilisées par les populations
locales pour différentes utilisations médicinales et écologiques (Slimani ez al., 2015). Certaines
especes possedent des propriétés pharmacologiques qui leur conférent un intérét médicinal.
Comparativement aux pays du Maghreb, la flore algérienne est représentée par 3000 espéces et
1000 genres (Hanifi, 1991), celle de la Tunisie compte 2103 espéces et 742 genres (Nabli,
1991), alors que la flore totale marocaine est représentée par 4200 especes et sous especes

avec 940 genres et 135 familles (Ibn Tatou and Fennane, 1991).

Les plantes sahariennes constituent un réservoir de recherche de nouvelles molécules
bioactives prometteuses vu 1’utilisation d’un bon nombre d’entre elles en médecine
traditionnelle. En effet, étant donné leur écosysteme ces plantes sont soumises a un stress
oxydatif intense et une insuffisance hydrique (Haddouchi ez al., 2016). Ces conditions font
qu’elles sont susceptibles de développer des mécanismes de défense engendrant I’accumulation
de métabolites secondaires particuliers tant du point de vue structurale que du point de vue
activité biologique. Plusieurs études physicochimiques concernant I’extraction, la séparation,
la purification et la détermination structurale de composés flavoniques, lactones

sequiterpéniques, triterpéniques ont été effectuées.

Les métaux tels que I’acier et I’aluminium font partie intégrante de notre vie au regard
des nombreux domaines dans lesquels ils interviennent. Ils possédent d’excellentes propriétés
mécaniques, facilement recyclables et d’un colt relativement moins élevé (Kuznetsov and

Redkina, 2022).
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Malheureusement, ils sont peu résistants a des conditions environnementales (humidité,
dioxygeéne, pluies acides...) et aux conditions d’utilisation (contact avec des composés
corrosifs). Ces dégats causés par la corrosion présentent un colit important, méme pour les pays
riches. Les aciers sont particulierement vulnérables a la corrosion. A cause du taux d’humidité
trés élevé en zone tropicale tout au long de 1’année, le probléme de la corrosion des aciers se
pose avec acuité. Il est cependant possible de contrdler ou de ralentir considérablement la
corrosion par diverses stratégies. Il s’agit entre autre de la protection cathodique ou anodique
ou le revétement des picces métalliques par une couche protectrice et 1’utilisation des

inhibiteurs de corrosion.

La recherche d'inhibiteurs verts ayant la vertu d'étre biodégradables a donné lieu a un
grand nombre d'études sur le potentiel anticorrosif des plantes. Ceci est particulierement
pertinent car on pense que les inhibiteurs synthétiques sont potentiellement nocifs pour
l'environnement. La flore saharienne est riche en composés chimiques possédant des propriétés
qui peuvent étre exploitées avantageusement comme inhibiteur de corrosion. Ces propriétés
sont dues a la présence des hétéroatomes (N, O, S,...) et/ou des électrons m dans leurs structures
chimiques et la capacité moléculaire & former une couche continue sur la surface métallique. Il
s’agit entre autres des alcaloides, des flavonoides, des terpenes... qui jouent divers roles au

cours de la vie de la plante.

Ce travail se propose d’évaluer les propriétés anticorrosives des extraits d’une plante
saharienne trés répandue en Algérie : Hammada articulata (appelée localement Remth)
appartenant a la famille des Amaranthacées et a renforcer la connaissance phytochimique et

biologique de cette espece.

L'objectif de notre travail vise & démontrer la richesse de notre plante en métabolites
secondaires et a déterminer leurs propriétés biologiques et anticorrosives. Pour cela notre étude
englobe trois aspects, dont le premier est d’ordre phytochimique basé principalement sur la
séparation et la quantification des composés phénoliques par les techniques
chromatographiques. Le deuxiéme aspect porte sur I’évaluation des activités antioxydante,
diurétique, anti-inflammatoire et anti-hyperglycémiante des extraits CHCI3, AcOEt et n-BuOH
de la plante Hammada articulata. Le troisiéme axe du présent travail consiste a évaluer, par des
méthodes ¢électrochimiques, I’efficacité inhibitrice des trois extraits vis-a-vis de la corrosion de
I’acier en milieu HCl 1 M et d’examiner aussi ’influence de 1’huile essentielle sur la réaction

de dissolution du fer en milieu acide.
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Le manuscrit de thése s’articule autour de quatre chapitres :

Le premier chapitre présente une étude bibliographique qui établit 1’état des
connaissances sur 1I’espéce Hammada articulata en détaillant bri¢vement leur morphologie, la
description du genre et les résultats obtenus sur I’étude phytochimique de ses extraits ainsi que
ses métabolites secondaires et leurs propriétés biologiques. Il expose également des notions
théoriques sur la corrosion et les inhibiteurs ainsi que les différentes méthodes d’étude

¢lectrochimique.

Le second chapitre présentera nos travaux portant sur les études phytochimiques de
I’espece sélectionnée. Elle est basée sur I’extraction des métabolites secondaires en débutant
par la macération, le screening phytochimique, puis la séparation et le fractionnement ainsi que

’analyse de son huile essentielle par CPG/SM.

Le troisiéme chapitre est consacré a 1’évaluation de quelques activités biologiques in

vitro et in vivo des extraits chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol de 1’espece sélectionnée.

L’étude de I’efficacité de I’huile essentielle et des extraits de Hammada articulata pour
la protection de I’acier inoxydable 316L contre la corrosion sera rigoureusement effectuée dans
le quatrieme chapitre.

Enfin une conclusion résumera I’ensemble des travaux réalisés et présentera les perspectives

que nous envisagerons de réaliser.
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Chapitre 1 Géncralités et données bibliographiques

1.1 Généralités sur les plantes médicinales

Les plantes médicinales ont tout le temps ét¢ employées pendant des siecles comme
remedes pour les maladies humaines puisqu’elles contiennent des composants de valeur
thérapeutiques. Le pouvoir thérapeutique des plantes provient des effets de leurs métabolites
secondaires. En effet, ces métabolites interviennent dans la défense contre les parasites
pathogénes. On distingue plusieurs groupes de métabolites notamment les phénols (acides
phénoliques, flavonoides, flavones, flavonols, quinones, tannins et les coumarines), les

alcaloides, les terpénoides et les polypeptides (Cowan, 1999).

L’Algérie possede un riche patrimoine de plantes utilisées en médecine traditionnelle
pour traiter diverses maladies, comme les maladies cardiovasculaires, le diabéte, le cancer et
d’autres pathologies (Ziyyat et al., 1997 ; Eddouks et al., 2002). Plusicurs études ont été
réalisées sur les plantes a intérét médicinal pour évaluer leur richesse en polyphénols et leurs
activités antioxydantes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes et antidiabétiques (Djeridane ef
al., 2006). Malgré¢ les nombreux travaux effectués sur les plantes prélevées en Algérie, il reste
encore d’autres plantes non évaluées sur le plan de leur composition chimique et activités

biologiques.

La flore algérienne estimée a plusieurs milliers d'espéces appartenant a plusieurs
familles botaniques, est un véritable réservoir de ressources végétales qui résistent aux
conditions extrémes. Elle est caractérisée par sa diversité en raison de son biotope tres varié
constitu¢ de régions méditerranéennes et sahariennes (Ozenda, 1983 ; White, 1986). Cette
richesse floristique est une chance pour les scientifiques évoluant dans le domaine de la
recherche de substances naturelles bioactives par le biais de la phytochimie et de la
phytothérapie. La composition d’une méme espece peut varier selon la localisation
géographique, les conditions climatiques, la période de récolte, et la partie de la plante utilisée

(White, 1986).

1.1.1 La famille Amaranthaceae (Amaranthacées)

Les Amaranthaceae (anciennement Chénopodiacées) représentent la lignée des especes
de plantes les plus nombreuses puisqu’elles font partie de I’ordre des Caryophyllées, qui
comprend environ 175 genres et plus de 2500 espéces différentes. Certaines-Amaranthaceae
sont utilisées comme plantes médicinales ou Iégumes dans diverses parties du globe (Mroczek,

2015).
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La plupart des Amaranthaceae sont des plantes annuelles et vivaces réparties dans le
monde entier en particulier dans le désert dont la croissance est parfaitement adaptée aux sols
salés et aux milieux arides (Villalba et al., 2014). La plupart des genres de cette famille sont
constitués des halophytes et xérophytes a fleurs évoluées bisexuées et régulieres, leurs branches
souvent articulées avec des feuilles plates ou de forme cylindrique. Ces plantes sont si
étroitement liées aux Chénopodiacées, qu’elles sont aujourd’hui réunies dans la méme famille.
Ce sont des arbustes fortement xéromorphes dans la structure des systémes des racines
profondes et diverses autres fonctionnalités qui réduisent la transpiration des feuilles, ils sont
caractérisés par des cuticules épaisses et stomates enfoncés (Chopra et al., 1960). Parmi les
plantes vivaces existants, on cite quatre genres qui sont particulierement importants : Anabasis,

Salsola, Chenopodium et Haloxylon ou Hammada (Migahid et al., 1975 ; Ozenda, 1983).

1.1.2 Description botanique de ’espéce Hammada articulata

Le genre Hammada représente l'un des genres les plus cruciaux de la famille des
Amaranthaceae qui comprend environ 25 espéces (Li et al, 2010). Hammada articulata =
Hammada scoparia (Pomel) = Haloxylon tamariscifolium (L.) Pau. = Haloxylon articulatum
Bonn. et Barr. = Arthrophytum scoparium (Pomel) Iljin, distribuée dans la région
méditerranéenne jusqu'a I'Arabie, I'Iran, la Mongolie, la Birmanie et le Sud-Ouest de la Chine
(Jarraya and Damak, 2001 ; Ben Salah ez al., 2002 ; EI-Shazly and Wink, 2003 ; Mezghani-
Jarraya et al., 2009).

Hammada articulata est un petit arbuste halophyte trés ramifié dont la longueur est entre
50-70 cm, son volume est grand, son diametre varie entre 2 a 3 centimetres, Cette plante pousse
surtout dans les zones désertiques et semi-désertiques dans des sols contenant beaucoup de sel,
elle résiste aux conditions climatiques (Li ef al., 2010). C'est un glabre, gris arbuste a souche
épaisse et tortueuse, des rameaux articulés, gréles, trés nombreux, qui devient généralement
plus foncé ou noiratre une fois séché comme le montre la figure 1.1-a (Quezel and Santa,
1963). Les feuilles sont complexes et opposées en arrangement spirale, les racines sont noires,
les tiges sont a rameaux gréles et charnus, articulés, dressés et trés nombreux (Figure 1.1-b et
¢), les fleurs sont généralement solitaires a I’aisselle des feuilles longues, possédent des petites
couvertures pentagonales régulieres (Figure 1.1-h et c¢). Les fruits portent des graines
horizontale, lenticulaire, de 1,5 mm diameétre, présentant un systéme mixte a extension
horizontale et verticale sur une profondeur de 40 cm a 1,2 m, les graines sont aplaties dans le

méme plan que les sépales (Boucherit ez al., 2018).
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Figure 1.1 : Description botanique de 1’espece Hammada articulata (Quezel and Santa,
1963)

(a) branche fructueuse ; (b) jeune branche ; (c) branche fructifére ; (d) bractéole ; (e) piece
périantique ailée en vue frontale ; (f) piece périantique ailée en vue latérale ; (g) fleur en
coupe verticale ; (h) fleur & maturité ; (i) fleur avec bractéole et détail d'une étamine ; (j)

disque hypogyne développé, avec les filets ; (k) détail du gynécée ; (1) embryon.

Hammada articulata est une plante tres utilisée en médecine traditionnelle, elle est
considérée parmi les plantes rares durant I’année (Ozenda, 1983). C’est une plante populaire
largement utilisée en décoction, en infusion ou en cataplasme pour traiter diverses maladies.
L’infusion de la poudre de la partie aérienne de H. articulata est utilisée dans les pays du
Maghreb pour ses effets antidiabétique et anti-inflammatoire. De plus, elle a été fréquemment
utilisée dans le traitement des troubles oculaires, de I'arthrose, polyarthrite rhumatoide et les

piqures des insectes (Lamchouri ef al., 2012 ; Alawhibi et al., 2020).
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1.1.3 Position systématique de la plante Hammada articulata

v

Reégne Plantae

v

Sous-régne Tracheobionta
Embranchement —————  Spermatophytes

Sous-embranchement —— 5  Angiospermes

Division »  Magnoliophyta

Classe »  Magnoliopsida

Sous-classe »  Caryophyllidae

Ordre » Caryophyllales

Famille »  Amaranthaceae

Genre » Hammada

Espéece »  Hammada articulata
Hammada scoparia (Pomel) Iljin ; Haloxylon scoparium ;

Autres nomenclatures Haloxylon articulatum ; Arthrophytum scoparium ;
Salsola articulata

Nom en arabe » Remth <)l

1.1.4 Propriétés biologiques et pharmacologiques du genre Hammada

Les investigations antérieures montrent que parmi les activités biologiques reconnues
pour le genre Hammada (Haloxylon), I’activité antioxydante vient en téte du classement. Les
composés antioxydants retrouvés dans cette espéce vont jouer un rdle important dans le
traitement et la prévention des maladies du stress oxydatif (Tamma ez al., 2017 ; Nounah e?
al., 2019). En outre, les extraits bruts de certaines especes du genre Hammada ont été
biologiquement évalués. Par exemple, I'extrait éthanolique de H. salicornicum s'est avéré doué
d’activités antidiabétique (Alsaadi, 2018 ; Abdelgawad et al., 2022) et anticoagulante chez les
animaux de laboratoire (Awaad et al., 2001). L'extrait aqueux de Hammada articulata
(scoparia) a montré une activité anticancéreuse et antiplasmodiale (Sathiyamoorthy e? al.,
1999) et larvicide (Sathiyamoorthy ez al., 1997). En plus, le potentiel antimicrobien de 1'huile
essentielle de Haloxylon schmittiana et de 1’extrait brut de Hammada scoparia ont été
¢galement étudiés et ont montré des activités antimicrobiennes contre les souches Bacillus
subtilis et Staphylococcus aureus (Lamchouri ef al., 2012). Plus récemment, I'effet protecteur
de l'huile essentielle de Hammada articulata, contre la néphrotoxicité induite par le nickel chez

les rats Wistar a été évaluée (Grele et al., 2021).
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I.1.5 Les investigations phytochimiques sur I’espéce sélectionnée dans le cadre de ce

travail

Des ¢études phytochimiques sur I’espéce Hammada articulata ont abouti a l'isolement

de quelques métabolites secondaires tels que les alcaloides, les flavonoides, et les composés

phénoliques. Les alcaloides isolés appartiennent principalement a cinq classes d'alcaloides, dont

trois isoquinoléines, deux tétrahydroisoquinolines, deux indoles, une isoquinolone et un

alcaloide B-carboline (Tableau 1.1, Figure 1.2).

Tableau 1.1 : Quelques métabolites secondaires isolés de la plante Hammada articulata

Métabolites Classe chimique Nom chimique Références
secondaires
Isoquinolines v' Salsolidine (1)
v’ Isosalsoline (2) )
v Dehydrosalsolidine (3) Benkrief et
al., 1990
Isoquinolone v" N-méthylcorydaldine (4)
El-Shazly,
- - — = —
Alcaloides Tétrahydroisoquinolines Camfaglng ® . 2003
v" N-méthylisosalsoline (6)
Azizuddin
[B-carboline v' 2-méthyl-1,2,3,4-tétrahydro-f-
carboline (7) et al., 2013
Indole v Tryptamine (8)
v Dipterine (N-méthyltryptamine)(9)
Isorhamnétine 3-O-B-D-xylopyrano-
syl-(1""—3"")-a-L-rhamnopyranosyl-
Flavonols triglycosides  (1"'—6")-B-D galactopyranoside (10)
Isorhamnétine 3-O-B-D-apiofuranosyl- Ze;; S‘;{l::)l;
Composés (1"—2")[a-L-rhamnopyranosyl- ”
ey (1""—6")]-B-D-galactopyranoside
phénoliques a1
Isorhamnétine 3-O-a-L-rhamno- Azizuddin
pyranosyl-(1""—2")[a-L-rhamno- etal., 2013
pyranosyl-(1""—6")]-B-D-galacto-
pyranoside (12)
Flavonol glycoside v' Isorhamnétine-3-O-beta-D- Benkrief et
robinobioside (13) al., 1990
Fl v Ch ériol (14
avone rysoériol (14) Azizuddin
Phénol v Catéchol (15) etal., 2013
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De plus, certains flavonoides ont été identifiés de cette espéce comme l'isorhamnétine—xylose—
galactose, la quercétine—xylose—rhamnose—galactose et la quercétine—glucose—rhamnose

(Bourogaa et al., 2011) (Figure 1.2).

Figure 1.2 : Exemples de quelques métabolites secondaires isolés de I’espéce Hammada
articulata

1.1.6 Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques qui ne sont pas impliquées
dans la croissance et le développement d'un organisme. Ces composés constituent un groupe
extrémement diversifi¢ de produits naturels synthétisés par les plantes, les champignons, les
bactéries, les algues et les animaux. La plupart des métabolites secondaires, tels que les
terpenes, les composés phénoliques et les alcaloides sont classés en fonction de leur origine
biosynthétique (Roze et al, 2011). De nombreux métabolites secondaires présents dans les
plantes jouent un rdéle dans la défense contre les herbivores, les ravageurs et les agents
pathogénes. On trouve les terpenes, les flavonoides, les acides phénoliques, les coumarines, les

stilbénes, les tanins et composés contenant de 1'azote tels que les alcaloides (Costa et al, 2012).

1.1.6.1 Les composés phénoliques
Les composés phénoliques ou les polyphénols constituent une famille de molécules

trés largement répandues dans le régne végétal, caractérisées par la présence d’un noyau
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benzénique portant plusieurs groupements hydroxyles libres ou engagés dans une autre fonction
tels que : éther, ester, hétéroside...etc (Bruneton, 2009). Ce sont des molécules issues des
métabolismes secondaires et sont présentes dans toutes les parties des végétaux supérieurs
(feuilles, tiges, fleurs, pollens, fruits et graines). Ils n’exercent pas de fonctions directes au
niveau des activités fondamentales de I’organisme comme la croissance ou la production
mais ils interviennent dans les mécanismes de défenses de la plante ou encore dans la
coloration des fleurs et fruits (Crozier et al., 2006). Ils peuvent étre des molécules simples,
comme les acides phénoliques, ou des composés hautement polymérisés comme les tanins. Les
principales classes de composants phénoliques sont : les flavonoides qui représentent plus de la

moitié des polyphénols, les acides phénolique, les tanins et les coumarines.

1.1.6.1.1 Les acides phénoliques

Les acides phénoliques font partic des formes les plus simples des composés
phénoliques non flavonoides. Ils comportent au moins une fonction carboxylique et un seul
noyau phénolique (Dewick, 2002). IlIs sont considérés comme substances phytochimiques
dérivés de l'acide benzoique ou cinnamique basés sur les squelettes Ci-Cgs et C3-Cs, ou les
dérivés de 'acide benzoique sont les acides hydroxybenzoiques, Cs-C; ; et les dérivés de 'acide

cinnamique sont les acides hydroxycinnamiques, C¢-C3 (Zuiter, 2014) (Figure 1.3).

Acides hydroxycinnamiques

o) OH o OH O/CH3 o, OH
HO
Z z 74
I .
HO
OH 18 o o
16 17

19

Acides hydroxybenzoiques

OH
OH
0 OH O OH
@ 0 HO OH
0
-
HO
o o HO 0
20 21 22

Figure 1.3 : Exemples de sous-classes d'acides phénoliques
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Les acides phénoliques sont présents dans les aliments végétaux principalement sous
forme liée. Les dérivés des acides cinnamiques sont généralement estérifiés avec des acides
quiniques, tartriques ou des dérivés glucidiques. Les esters d'acides hydroxycinnamiques et
d'acides quiniques sont appelés acides chlorogéniques, mais les dérivés d'acides benzoiques
sont présents naturellement sous forme de glucosides (Zuiter, 2014). Les acides hydroxy-
cinnamiques sont principalement représentés par les acides caféique (16), cinnamique (17),
férulique (18) et p-coumarique (19), tandis que les acides p-hydroxybenzoique (20), gallique
(22) et ellagique (21) sont les formes les plus courantes des dérivés de 1'acide hydroxybenzoique
(Figure 1.3). De plus, les acides hydroxycinnamiques sont naturellement plus courants que
l'acide hydroxybenzoique. Quelques exemples de sous-classes d'acides phénoliques sont

reportés dans la figure 1.3.

1.1.6.1.2 Les flavonoides

Les flavonoides désignent une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols, ils sont considérés comme des pigments quasi universels des plantes,
qui conférent a ces organismes une large palette de couleurs qu’ils empruntent (Harborne,
1986 ; Ghedira, 2005). Le squelette de base des flavonoides est constitué de deux cycles en Cg
(A et B) reliés entre eux par une chaine en C3 qui peut évoluer en un hétérocycle (cycle C), soit

le systeme Ce¢-C3-Cs (Macheix et al., 2006) (Figure 1.4).

0@

Figure 1.4 : Squelette de base des flavonoides

Ces composés existent sous forme libre dites aglycones ou sous forme liée a 1’ester ou
hétérosides, c'est a-dire liée a des oses et autres substances (Heller and Forkmann, 2017). Les
composés phénoliques sont classés selon le nombre d’atome de carbone dans le squelette de
base (Harborne, 1986). En s’appuyant sur la structure du noyau central, qui peut étre ouvert
ou fermé, les flavonoides peuvent étre regroupés en neuf groupes : flavones, flavonols,
flavonones, isoflavones, chalcones, aurones, flavane-3-ols flavane-3,4-diols et anthocyanes.
Dans la plante, ils sont trés souvent liés avec des sucres tels que le glucose, le rhamnose,

I’arabinose, sous forme de O-glycosides, soit a 1’état libre on parle alors d’aglycones (Ghedira,
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2005). Les différentes classes de ces composés phénoliques, sont représentées dans la Figure

1.5.

CC EIW
Flavone
O

o F.E:n onol

) C(J

oo

Dﬂndruchalcone
-0
o —
Chalcone . }, ra OH Amnthocy, auuiu:.e
b,
WA
Aurone ‘= Dibydroflavonol

Figure 1.5 : Les différents dérivés des flavonoides

» Flavonols
Les flavonols représentent la classe majeure de la famille des flavonoides les plus
répandus dans les végétaux. Leur structure est étroitement liée a celle des flavones, ils ne

différent que par la présence d'un groupe hydroxyle en position C-3 sur le cycle C (Figure 1.6

et Tableau 1.2).

Substitution

Flavonoide 5 5 7 > v 5
Kaempférol OH OH OH
Myricétine OH OH OH OH OH
Quercétine OH OH OH OH

Figure 1.6 : Structures chimiques des flavonols
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Les flavonols peuvent exister soit sous forme d’aglycones, soit sous forme
d’hétérosides. Les aglycones des flavonols les plus courants sont la quercétine et le kaempférol.
Les sucres les plus souvent impliqués sont des aldoses : D-glucose et L-rhamnose (Zuiter,
2014). Ce sont des molécules qui ont une activité biologique intéressante comme des effets
antioxydants, antimicrobiens, hépatoprotecteurs, anti-inflammatoires et vasodilatateurs, et ils
ont été considérés comme des agents anticancéreux potentiels (Crozier et al., 2006). Quelques

exemples de flavonols sont reportés dans la figure 1.6.

» Flavones

Les flavones sont des composés incolores ou jaunes synthétisés a partir de la
naringénine (flavanone) par addition d'une double liaison au cycle C entre C-2 et C-3. De
plus, les flavones sont structurellement trés similaires aux flavonols et ne différent que par
l'absence d'hydroxylation en position C-3 sur le cycle C (Figure 1.7 et Tableau 1.2). Les
flavones, dans la plupart des plantes supérieures, sont générées a partir d'intermédiaires
flavanones non conjugués par l'action des flavones synthases. Les sources naturelles de
flavones sont : le persil, le thym, la camomille, les aubergines cuites et les haricots verts
frais. Les flavones existent principalement dans les plantes sous forme de flavone C-
glycosides, tandis que les autres flavonoides existent sous forme de dérivés O-glycosylés.
Cela rend les flavones stables a 1'hydrolyse et biologiquement actives. Quelques exemples

de flavones sont reportés dans la figure 1.7.

Substitution
Flavonoide
5 6 7 ¥ 4 7
Apigénine OH OH OH
Chrysine OH
Lutéoline OH OH OH OH

Figure 1.7 : Structures chimiques des flavones

Les flavones existent sous forme d'aglycones ou de glycosides, ces derniers
consistent principalement en glycosides de lutéoline et d'apigénine. Les flavones existent
naturellement sous forme méthoxylée, et sont de ce fait, les flavonoides les plus

hydrophobes (Zuiter, 2014).
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» Flavanones

Les flavanones sont I'une des principales classes de flavonoides, avec 350 aglycones et
100 formes glycosylées identifi¢es (Khan ef al. 2014). Ces molécules sont caractérisées par
I’absence de la double liaison C-2 = C-3, par la présence d’un centre chiral en position C-2 et
I'absence de substitution en position C-3 du cycle C (Barreca et al.,, 2017). Elles sont
synthétisées a partir des chalcones, sous I’action d’une enzyme : le chalcone isomérase. Elle
catalyse la cyclisation stéréospécifique des chalcones en (2S)-flavanones, qui se sont révélées
étre les substrats exclusifs des réactions aux autres classes de flavonoides (Forkmann, 1999).
Seulement les stéréo-isomeres 2S sont biologiquement actifs. Les flavanones englobent un
éventail de composés qui sont généralement glycosylés par un disaccharide en position C-7
pour donner des hétérosides de flavanones. Les structures de quelques flavanones simples sont

illustrées dans la figure 1.8.

Substitution
Flavonoide

5 6 7 » 4 5

Eriodictyol OH OH OH OH
Hespérétine OH OH OH OMe
Naringénine OH OH OH

Figure 1.8 : Structures chimiques de quelques flavanones

» Flavan-3ols

Les flavan-3-ols, souvent appelés catéchines représentent la catégorie de flavonoides la
plus complexe. Ces composés se présentent sous des formes monomeres, (+)-catéchine (23) et
son isomere (—)-épicatéchine (24), ainsi que sous des formes oligomeres et polymeéres (Zuiter,
2014). Les flavan-3-ols ont un squelette typique Ce-C3-Cs, mais ils différent de la plupart des
flavonoides par 1’absence de la double liaison entre C-2 et C-3, et aussi le carbonyle C-4 dans
le cycle C des flavanols (Figure 1.9), ce qui permet, en plus I'hydroxylation en C-3 (Kong ef
al., 2003). Ces molécules possédent deux centres chiraux, les carbones C-2 et C-3, donnant lieu
a quatre diastéréoisomeres possibles. Par ailleurs, les flavan-3-ols peuvent étre estérifiés par

I’acide gallique ou hydroxylés pour former les gallocatéchines.
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Figure 1.9 : Monomeres de Flavan-3-ol : a gauche : la (+)-catéchine ;
a droite : le (—)-épichatéchine

Les catéchines sont les principaux composants présents dans le thé vert, le cacao et
I’abricot. Les flavan-3-ols n’existent que sous la forme aglycones, alors que les formes les plus

courantes des flavonoides sont les dérivés glycosidiques (Zuiter, 2014).

» Isoflavones

Les isoflavones sont différentes des autres flavonoides par la position du cycle B attaché
en position C-3 (en C-2 pour les autres flavonoides). Il existe de nombreuses sous-classes
d’isoflavonoides, classés notamment en fonction du degré d’oxydation et I’existence ou non
d’hétérocycles supplémentaires (Zuiter, 2014). Les isoflavones appartiennent a une classe de
composés diphénol appelés phytoestrogeénes. Les phytoestrogénes sont naturellement présents
dans de nombreuses plantes et présentent des similitudes structurelles et fonctionnelles avec
l'cestrogéne humain, le 17 B-estradiol. La figure 1.10 reporte les structures chimiques de

quelques isoflavones.

Substitution
Flavonoide

5 6 7 3 4 5

Daidzéine OH OH

Génistéine OH OH OH

Figure 1.10 : Structures chimiques d’isoflavones

Les isoflavones, en particulier les aglycones sont présentes dans les racines, les
rhyzomes, le bois, I’écorce et les graines, quelques fois dans les feuilles et les fleurs, elles sont
biologiquement trés actives. Elles subissent diverses modifications conduisant a la formation

d'isoflavones simples telles que les isoflavanones, les isoflavanes et les isoflavanols, ainsi que
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de structures plus complexes telles que les roténoides, les ptérocarpanes et les coumestanes.
Les isoflavones, dont il existe environ 230 types individuels, se trouvent le plus souvent dans

les légumineuses, les quantités les plus élevées étant trouvées dans le soja (Munro, 2003).

» Chalcones
Les chalcones (ou 1,3-diaryl-2-propen-1-ones) appartiennent a la famille des
flavonoides et différent des autres types de flavonoides par l’ouverture du cycle C.
Chimiquement, ce sont des flavonoides a chaine ouverte dans lesquels les deux cycles
aromatiques sont reliés par un systeme carbonyle a, B-insaturé a trois atomes de carbone. Le

squelette chalcone et le systéme de numérotation sont illustrés dans la figure 1.11.

Substitution
Flavonoide

2 ¥y 4 ¥ 6 4

Davidigénine OH OH
Asebogénine OH OMe OoH OH

Figure 1.11 : Structures chimiques de chalcones

Le noyau B est assez fréquemment non substitu¢, alors que les substitutions sur le cycle
A sont les plus souvent identiques a celles des autres flavonoides. Plusieurs chalcones pures
isolées de différentes plantes ont été approuvées pour des essais cliniques pour le traitement du
cancer, des troubles viraux et cardiovasculaires ou ont été incluses comme ingrédients dans des

préparations cosmétiques (Rozmer and Perjési, 2016).

» Anthocyanes
Les anthocyanes, ou anthocyanidines, est un mot grec composé de deux parties ; anthos
signifiant fleur, et kyanos signifiant bleu, constituent une sous-famille de flavonoides
particulierement importante car ce sont les principaux pigments végétaux, les chlorophylles et
les caroténoides.
Dans une anthocyane, la partie responsable de la couleur (chromophore) s’appelle
I’anthocyanidine et présente une structure de cation 3,5,7,4’-tétrahydroxyflavylium (Dangles

and Deluzarche, 1994) représentée dans la figure 1.12.
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Figure 1.12 :

Substitution
3 5 7 3 4 5
OH OH OH
OH OH OH OH
OH OH OH OH OH

Flavonoide

Pelargonidine OH

Cyanidine OH
Delphinidine OH

Structures chimiques de quelques anthocyanes

Cette sous-classe de flavonoides est probablement le groupe le plus important de

pigments végétaux visible a I'eeil humain. Les anthocyanidines existent dans les plantes

principalement sous des formes glycosidiques, et les principaux composés d'anthocyanidines

largement distribués dans les plantes sont la cyanidine, la delphinidine et la pélargonidine.

Le tableau 1.2, reporte quelques données a titre de comparaison avec les autres classes

de flavonoides.

Tableau 1.2 : Différentes classes des flavonoides

Flavonoides 3 5161 7 8§ |2 | ¥ 4 |56 Référence
Flavonols
Quercétine OH OH H OH H H OH OH H H Morel et al.; 1993
Kaempférol |[OH OH H OH H H H OH H H Agrawal, 1989
Flavones
Apigénine H OH H OH H H H OH H H | Alioucheetal; 2007
Diosmétine H OH H OH H H OH OMe H H Sahu ef al.; 1998
Flavanones
Liquiritigenine | o H H OH H H H OH H H | Deodhar etal; 2007
Naringénne | o OH H OH H H H OH H H | Bystrom etal; 2008
Isoflavones
Genistéine - OH H OH H H H OH H H | Zhuangetal;2010
Daidzéine - H H OH H H H OH H H Kouki et al.; 2003
Anthocyanidines
Cyanidine OH OH H OH H H OH OH H H Wang et al.; 1999
Apigénidine H OH H OH H H H OH H H Heim et al.; 2002
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Un total de plus de 500 anthocyanes sont connues en fonction de I'hydroxylation, des
schémas de méthoxylation sur le cycle B et de la glycosylation avec différentes unités de sucre
(Kong et al., 2003). Les anthocyanes sont solubles dans l'eau, et la couleur dépend du pH, elle
sera rouge dans des conditions acides ou elles sont chargées positivement et bleue dans des
conditions basiques. Cependant, leur structure chimique est stable dans les solutions acides. Les
anthocyanes existent sous différentes formes chimiques : forme aglycone ; pélargonidine,
cyanidine, delphinidine, péonidine, malvidine et la pétunidine et la forme glycosylée ; et les
dérivés polyhydroxy et polyméthoxy du 2-phénylbenzopyrylium ou des sels flavylium (Zuiter,
2014).

1.1.6.1.3 Les tanins

Les tanins sont des composés polyphénoliques de structure variée, de poids moléculaire
¢levé, et de saveur astringente ayant en commun la propriété de tanner la peau, cette propriété
provient de la création de liaisons entre les molécules de tannins et les fibres de collagene
(Madhan et al., 2002). Ce sont des oligomeres avec de multiples unités de structure avec des
groupes phénoliques libres pouvant se complexer avec des protéines, de l'amidon, de la
cellulose et des minéraux. Ils peuvent exister dans divers organes : 1'écorce, le bois, les feuilles,
les fruits, les racines et les graines (Hassanpour et al., 2011). Les tannins sont divisés en deux
groupes : tanins hydrolysables qui donnent apres hydrolyse soit de l'acide gallique, soit de
I’acide ellagique et tanins condensés ou catéchiques, constitués de la condensation des

dérivés flavane (Cowan, 1999).

1.1.6.1.4 Les stilbénes

Les stilbenes (ou 1,2-diphényléthyleéne) sont des composés organiques classés comme
diarylétheéne porteurs de groupements hydroxyles (Harborne, 1986), ils disposent de deux
fragments phényle reliés par un pont éthylene a double liaison centrale (Figure 1.13). Le nom
du stilbene est dérivé du mot grec stilbos, qui signifie brillant. Les stilbénes existent sous forme
de deux stéréoisomeres E et Z (selon l'endroit ou les groupes fonctionnels sont attachés les uns
aux autres de chaque co6té de la double liaison ; Le (E)-stilbéne (frans-stilbéne) n'est pas
stériquement encombré, par contre le (Z)-stilbéne (cis-stilbeéne) est stériquement encombré et
donc moins stable. Ces molécules sont incolores et relativement non réactives et pratiquement
insolubles dans I'eau et peuvent se présenter sous forme hétérosidique ou polymérique. La
plupart des stilbénes sont présents chez les plantes supérieures, comme le resvératrol, le
piceatannol, la pinosylvine, la ptérostilbene, I’astringine, la rhapontigenine, Ils agissent comme

des phytoalexines en réponse a des attaques de pathogénes (Zuiter, 2014).
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trans-Stilbéne

Figure 1.13 : Les isomeres d’un stilbéne

1.1.6.1.5 Propriétés physicochimiques et biologiques des composés phénoliques
Les flavonoides présentent un spectre d’absorption dans [’ultraviolet proche du
visible. L’analyse spectrale est basée sur 1’enregistrement d’un spectre de flavonoide dans le

méthanol qui sera caractérisé par deux bandes d’absorption principales (Jurd, 1962) :

- La bande I, située entre 290 et 385 nm, représentative de 1’absorption du groupe
cinnamoyle.
- La bande II, située entre 240 et 285 nm, représentative de 1’absorption du cycle A

(chromophore benzoyle).

Benzoyle ~Cynamoyle _
; .

Vg A
Absorption donnant Absorption donnant
la Bande 11 la Bande |

Figure 1.14 : Les bandes d’absorption des flavonoides

Cette technique permet la localisation des groupements hydroxyles libres et de les
positionner sur le squelette flavonique, par la formation de complexes avec les différents
réactifs, qui se traduit par des déplacements des bandes d’absorptions par rapport au spectre de

référence (Harborne, 1986).
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Ces bandes d’absorption peuvent se déplacer par I’influence de différents facteurs
comme le solvant, le pH, la position des substituants (OH, O-CH3, RCO), et les interactions
intra et intermoléculaires. En effet, une substitution telle que I’acylation ou la méthoxylation
affecte la position d’absorption des bandes en entrainant un effet hypsochrome. A I’inverse,

une augmentation du degré d’hydroxylation entraine un effet bathochrome (Jurd, 1962).

» Activités antioxydantes des polyphénols

Les propriétés antioxydantes des polyphénols ont longtemps été considérées comme
¢étant le principal phénomeéne expliquant leurs effets protecteurs (Macheix ez al. 2006). En
particulier, les flavonoides sont essentiellement connus pour leur activité antioxydante,
susceptibles de stabiliser les radicaux libres grace a leur groupement hydroxyle (OH en C-3)
(Ghedira, 2005). Ils peuvent agir de différentes facons dans les processus de régulation du
stress oxydant grace a leur structure chimique aromatique permettant une délocalisation
¢électronique importante et donc une bonne stabilisation de leurs formes radicalaires (Nagai et

al., 2005).

Flavonoide (OH) + R® ™ Flavonoide (O") + RH (1.1)

» Chélation d’ions métalliques

La plupart des activités biologiques des polyphénols est due a leur pouvoir
chélateur et antioxydant (Milane, 2004). Certains ¢léments comme le fer, le cuivre et le zinc
sont naturellement présents en petite quantité dans 1’organisme, jouant un réle indispensable
dans le transport extra et intracellulaire, dans le systétme nerveux ou encore dans le
fonctionnement du systeme immunitaire. Par ailleurs, des études antérieures montrent que les
flavonoides sont considérés comme de bons chélateurs des ions métalliques qui sont alors
capables d’inhiber la réaction de Fenton par inhibition de ’activité de certaines enzymes
responsables de la production des especes réactives de 1’oxygene (ERO) (Van Acker, 1996).
Certains flavonoides sont capables de piéger certains métaux de transition grace aux doublets
non-liants de leurs atomes d’oxygene, plus précisément au niveau de trois sites de chélation
(Figure 1.15). Les sites susceptibles de piéger les ions métalliques doivent comporter deux

atomes d’oxygenes adjacents (Milane, 2004) :

v" Entre le groupe OH en C-5 et le groupe carbonyle en C-4 ;
v" Entre le groupe OH en C-3 et le groupe carbonyle en C-4 ;
v" Entre le groupe OH en C-3” et OH en C-4’ du cycle B.
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Me"*
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Figure 1.15 : Sites proposés pour la chélation des flavonoides par les ions métalliques
(Milane, 2004)

Les flavonoides n’ont pas tous la méme capacité a piéger ces ions métalliques. Par la
suite, des ¢études sur 1’activité antiradicalaire des flavonoides et des acides phénoliques,
confirment que la présence d’une structure catéchol sur le cycle B (présence des groupements
OH en C-3’ et C-4’) est un déterminant majeur de 1’activité antioxydante qui constitue une cible
privilégiée des radicaux libres. Dans une moindre mesure, la double liaison entre C-2 et C-3 du
cycle C conjuguée a la fonction carbonyle en position C-4 permet la délocalisation électronique
a partir du cycle B (Van Acker, 1996). Des études théoriques par modélisation prouvent que
I’activité antioxydante a ét¢ attribuée a la fonction hydroxyle en position C-3 des flavonols qui
sont donc complétement conjugués, ce qui augmente leur capacité de pi¢geage des radicaux.
Alors que les flavonoides sont le plus souvent O-glycosylés en position 3. Cela a pour
conséquence de bloquer la fonction hydroxyle en 3 et de réduire I’activité antioxydante
(Milane, 2004). Les polyphénols ont démontré de nombreuse activités biologiques grace a leur
diversité structurale trés importante, citons par exemple les activités anti inflammatoire,

antivirale, antidiabétique et anticancéreuse (Karak, 2019).

» Activité anticancéreuse des composés phénoliques

Les flavonoides ont des propriétés antioxydantes potentiellement pertinentes pour le
traitement de différentes maladies (Baldim ez al., 2017). En tant que molécules antioxydantes,
les flavonoides sont capables d’inhiber la carcinogenése. Ils inhibent en plus la prolifération
cellulaire et affectent le potentiel invasif et métastatique des cellules tumorales (Ghedira,
2005). Les acides phénoliques ont des effets antioxydants, chélateur, probiotiques et anti-
inflammatoires. Certains d’entre eux suscitent de plus en plus d'intérét pour la prévention et le

traitement du cancer (Svobodova et al., 2003).
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Ainsi, I’acide gallique empéche la formation du cancer cesophagien chez les rats tandis
que I’acide férulique et 1’acide caféique limitent la formation du cancer des poumons chez les

souris (Hale, 2008).

Des ¢tudes précliniques ont montré que les composés de flavones possédent une variété
d'activités pharmacologiques, y compris les activités antioxydantes, antimicrobiennes, anti-
inflammatoires et anticancéreuses en tant qu'agents chimiopréventifs et chimiothérapeutiques
en raison de leur capacité a inhiber l'angiogenése, induire 1'apoptose, prévenir la carcinogenése
dans des modéles animaux, réduire la tumeur croissance in vivo et sensibiliser les cellules
tumorales aux effets cytotoxiques de certains médicaments anticancéreux (Kikuchi ez al.,

2019).

» Activité antidiabétique des composés phénoliques

Les flavonoides préviennent aussi sur la cataracte diabétique, en agissant par inhibition
sur le mécanisme de 1’absorption du glucose au niveau intestinal. En effet, I'apigénine, un
flavonoide naturel a eu des effets significatifs sur 1'abaissement de la glycémie, la régulation
des lipides sanguins et aussi sur la prévention de 1'obésité et du diabete (Panda and Kar, 2007).
L'apigénine pourrait également améliorer la sensibilité a l'insuline périphérique et améliorer la
résistance a l'insuline et le métabolisme anormal des lipides (Scalbert et al, 2005). La
quercétine posséde diverses propriétés biologiques, notamment antidiabétiques et peut traverser

la barriere hémato-encéphalique (Ishisaka et al., 2011).

Une étude a rapporté que la myricétine présente également une activité hypoglycémiante
et néphroprotectrice chez les rats et améliore le métabolisme des glucides, ce qui a par la suite
amélioré l'utilisation du glucose et la fonction rénale chez les rats induits par STZ-Cd
(Kandasamy and Ashokkumar, 2014). La puérarine, un glycoside d'isoflavone pouvait
exercer un effet hypoglycémiant en régulant a la hausse I'expression du substrat-1 du récepteur
de l'insuline (IRS-1), du facteur de croissance analogue a 1'insuline-1 (IGF-1) et du PPARa (Bai
etal., 2019).

» Activité anti-inflammatoire des flavonoides
De nombreuses études ont pu montrer que plusieurs flavonoides sont capables d’agir
comme des modulateurs des voies de signalisation de I’inflammation. Par exemple, la
myricétine et la quercétine bloquent 1’action des cyclo-oxygénase et lipoxygénase a des

concentrations relativement ¢élevées (Ghedira, 2005).
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Certains travaux menés chez I’homme sain suggérent que le suivi d’un régime riche en
anthocyanes était inversement corrélé aux marqueurs de I’inflammation dans le plasma. Ainsi,
I’administration de [I’hespéridine par voie sous-cutanée, présente une activité anti-
inflammatoire significative chez le rat dont I’cedéme a été induit aussi bien par la carragénine

que par le dextran (Galati et al., 1994).

1.1.6.2 Les coumarines

Les coumarines constituent une grande classe de la famille des benzopyrones qui sont
tous constitués d'un cycle benzénique reli¢ a un cycle pyrone. Ce sont des lactones obtenues
par cyclisation de l'acide cis-ortho-hydroxycinnamique, a squelette de base Cs—Cs. Les
benzopyrones peuvent étre subdivisées en benzo-a-pyrones auxquelles appartiennent les
coumarines et en benzo-y-pyrones, dont les flavonoides sont les principaux membres (Jain and
Joshi, 2012). Plus de 1 300 coumarines ont été identifiées comme métabolites secondaires de
plantes, de bactéries et de champignons (Huang et al., 2009). Les coumarines se divisent en
trois classes : les coumarines simples, les furanocoumarines et les pyranocoumarines. Les
coumarines simples sont les plus répandues dans le regne végétal et possedent des substitutions
(OH ou OCH3) en 6 et 7. Les furanocoumarines sont constituées d'un cycle furane attaché au
noyau de la coumarine. Les membres pyranocoumarines sont analogues aux furanocoumarines,

mais contiennent un cycle a six chainons (Jain and Joshi, 2012) (Figure 1.16).
Z>0"S0
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Coumarines simples Pyranocoumarines Furocoumarines

Figure 1.16 : Structures chimiques des principales classes de coumarines naturelles

Dans la nature, la plupart des coumarines sont issues du métabolisme de la
phénylalanine via I’acide p-coumarique, présentes dans les plantes sous forme libre et sous
forme de glycosides (Huang et al., 2009). Elles sont hydroxylées en C-7 et douées d’activités
biologiques variées. Parmi elles, on peut citer, l’activité anticoagulante, [’activité
anticancéreuse, I’activité antibiotique, ’activité analgésique et anti-inflammatoire (Egan et al.,

1990).
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1.1.6.3 Les alcaloides

Les alcaloides sont des composés organiques basiques hétérocycliques azotés, dérivés
d'acides aminés synthétisés par des organismes vivants, pharmacologiquement actifs a faible
dose (Bruneton, 2009). IIs constituent un des plus grands groupes de métabolites secondaires
avec plus de 18000 structures isolées (Casciaro et al., 2020). Les alcaloides constituent une
grande variété de formules structurales, issues de différentes voies de biosynthése et présentant
diverses activités pharmacologiques caractéristiques du groupe (Fournet et al., 1993). Bien
qu'il n'existe pas de classification taxonomique standard, les alcaloides peuvent généralement
étre classés en fonction de leur structure chimique, de leur voie biochimique ou de leur origine
naturelle (Casciaro et al., 2020). Du point de vue synthétique, les alcaloides peuvent étre
divisés en trois grandes catégories :

v" Les vrais alcaloides

Ce sont des dérivés basiques d'acides aminés toxiques, et comportent un atome d'azote
dans un cycle hétérocyclique. Les structures cycliques alcaloides courantes comprennent les
pyridines, les pyrroles, les indoles, les pyrrolidines, les isoquinoléines et les pipéridines. Ils
disposent d’un large spectre d’activités biologiques. Ils peuvent se présenter sous forme de
monomeres (forme libre) ou ils peuvent former des oligomeéres (homo ou hétéro-oligomeres),

soit sous forme de sel (Filipiak-Szok et al.,2018).

v" Les pseudo-alcaloides

Ils présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais, mais ne
sont pas des dérivés des acides aminés, comme par exemple la caféine et la solanidine (Yinyang
etal.,2014).

v" Les proto-alcaloides

Les proto-alcaloides sont dérivés d'acides aminés a caractére basique soluble dans I’eau,
dont 1’azote n’est pas inclus mais dans un hétérocycle, comme les alcaloides dérivés de la

phényléthylamine tels que la mescaline (Yinyang ef al., 2014).

Les alcaloides ont été largement étudiés pour leur activité biologique (par exemple,
activité anticancéreuse, antibactérienne, antivirale et dépressive du systéme nerveux central). Il
a été démontré aussi que certains alcaloides étaient des agents toxiques contre certains
champignons et bactéries. Cependant, leur activité biologique est exceptionnellement apportée
par la capacité a former des liaisons hydrogéne avec des enzymes, des récepteurs et des
protéines grace a la présence d'un atome d'azote accepteur de protons et d'un ou plusieurs

protons donneurs d'atomes d'hydrogene d'amine (Casciaro et al., 2020).
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La figure 1.17, montre une représentation schématique de vrais et proto-alcaloides.

Alcaloides dérivés d’acides aminés
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Figure 1.17 : Représentation schématique de vrais et proto-alcaloides
(Casciaro et al., 2020)

Dans les dernieres années, des études ont démontré que les alcaloides présentent une
activité antimicrobienne contre les souches conventionnellement résistantes aux antibiotiques.
De plus, ces substances se sont révélées étre des facteurs de résistance importants contre les

ravageurs herbivores (Adamski et al., 2020).

1.1.6.4 Les terpénoides

Les terpénoides représentent la plus vaste et la plus grande classe de métabolites
secondaires, avec des structures diversifiées et nombreuses, conduisant a une grande variété de
groupes fonctionnels et comprenant des milliers d'unités d'isopréne (Lorigooini ez al, 2020).
Tous les terpénoides sont synthétisés par la condensation d'unités d'isopréne (Cs) (Figure 1.18)
et sont classés selon le nombre d'unités a cinq carbones présentes dans la structure centrale. Par
ailleurs, de nombreuses molécules aromatiques, telles que le menthol, le linalol, le géraniol et
le caryophylléne sont formées de monoterpenes (Cio), a deux unités isopreéne, de sesquiterpénes

(Cis), a trois unités isoprene, de diterpénes (Czo) constitués de quatre unités d'isopreéne, de
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triterpenes (Cso) et de tétraterpenes (Caso) (Costa et al, 2012). Les terpenes de faible poids

moléculaire seront abordés dans ce chapitre.

Y 7

Figure 1.18 : Unité isoterpénique (a cinq atomes de carbone)

1.1.6.4.1 Les monoterpénes

Les monoterpénes sont des composés terpénoides produits a partir d'unités d'isopreéne
(2-méthyl-butadiene). Ils comportent dix atomes de carbones et sont issus de la condensation
de deux unités isoprene. Ils peuvent étre acycliques, monocycliques ou bicycliques synthétisés

par des monoterpenes synthases (Figure 1.19).

Les monoterpenes sont des composés présents dans les huiles essentielles extraites de
nombreuses plantes, notamment les fruits, les 1égumes, les épices et les herbes. Ces composés
contribuent a la saveur et a I'ardme de la plante d’ou ils sont extraits. Des études expérimentales,
utilisant des mod¢les animaux de cancer, ont démontré que certains monoterpenes possedent
des propriétés anti-cancérigénes, agissant a différents niveaux cellulaires et moléculaires

(Loza-Tavera, 1999).

Monoterpénes acyclique
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HaC._CHa CHs CH; CHs
(@)
OH
CHs HsC CHs HsC CHs CH4 CH,
Phellandréne Terpinoléne Thymol Carvone

Figure 1.19 : Structures chimiques de quelques monoterpenes
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1.1.6.4.2 Les diterpénes

Les composés diterpéniques forment une grande classe de métabolites secondaires
isolés des plantes et possédent un large spectre d'activités biologiques importantes (De Sousa
et al., 2018). Les diterpénes sont des composés a vingt atomes de carbone (C20H32), constitués
par quatre unités d'isopréne (CsHg) dans leur squelette de base. Les unités isopréniques
biochimiquement actives, l'isopentényl diphosphate et le diméthylallyl diphosphate, peuvent
étre dérivées des voies du mévalonate et du déoxyxylulose phosphate. L'un des diterpenes les
plus simples et les plus importants est le phytol (Figure 1.20), une forme réduite du géranyl-

géraniol, qui forme la chaine latérale lipophile des chlorophylles (De Oliveira et al., 2008).

CHs CHj CHs CHs

HsC OH
Phytol

lsoagatholactone Ferruginol

e N ™ OH

Rétinol

Figure 1.20 : Structures chimiques de quelques diterpenes

Les diterpenes ont été identifiés comme des composés actifs dans plusieurs plantes
médicinales présentant des activités biologiques remarquables (De Sousa et al, 2018). De
nombreuses €tudes ont souligné les diterpénoides comme une source prometteuse de nouveaux
prototypes pour la découverte et le développement de nouveaux agents thérapeutiques

cardiovasculaires (De Oliveira et al., 2008).

1.1.6.4.3 Les sesquiterpénes

Les sesquiterpenes sont des terpénoides de formule moléculaire CisHzs qui se
composent de trois unités d'isopréne, et se présentent dans la nature sous forme d'hydrocarbures
ou sous des formes oxygénées telles que les alcools, les cétones, les aldéhydes, les acides ou
les lactones. Comme les monoterpénes, les sesquiterpenes peuvent étre cycliques ou contenir
des cycles, y compris de nombreuses combinaisons uniques (Breitmaier, 2006). Ce sont les
constituants principaux des huiles essentielles, qui ont de nombreuses applications en médecine,
mais aussi dans les formulations de savons et de parfums. De plus, on les trouve comme

composés aromatiques dans les mélanges d'aromes.
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Les huiles essentielles ainsi que les mélanges d'ardmes ont des compositions tres
complexes du point de vue chimique. Le plus souvent, les constituants uniques n'apparaissent
qu'a 1'état de traces. Par conséquent, des techniques chromatographiques efficaces sont
nécessaires pour une séparation et une identification ou un isolement optimal des composants

individuels (Merfort, 2002). La figure 1.21 reporte les structures chimiques de quelques

) W
F #

sesquiterpenes.

(E.E)-u-Farneséne Germacréne D p-bisabolene
y
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caryophylléne

Figure 1.21 : Structures chimiques de quelques sesquiterpénes

1.2 Généralités sur les huiles essentielles
1.2.1 Définition

L’huile essentielle est un mélange liquide hydrophobe, complexe de molécules
naturelles volatiles et odorantes, synthétisées par les plantes aromatiques, obtenues soit par
hydro-distillation, soit par entrainement a la vapeur d’eau (Budavari ef al., 1996). Les huiles
essentielles sont largement distribuées dans le régne végétal et uniquement chez les végétaux
supérieurs. Elles sont obtenues a partir de feuilles, de graines, de bourgeons, de fleurs de
brindilles, d’écorces, de bois, de racines, de tiges ou de fruits (Kalemba and Kunicka, 2003).
De nouvelles techniques permettant d’augmenter le rendement de production, ont été
développées, comme I’extraction assistée par ultrasons ou micro-ondes (Stratakos and Koidis,
2016) ou I’extraction au moyen de CO> liquide a basse température et sous haute pression (Mira

et al., 1996).

1.2.2 Activités biologiques des huiles essentielles

La composition chimique d’une huile essentielle est en relation avec son activité
biologique. La diversité des substances chimiques composant ’HE lui confére plusieurs
propriétés biologiques. Certaines d’entre elles présentent des activités anti-tumorales et sont

utilisées dans le traitement préventif de certains types de cancer (Lis-Balchin ez al., 1998).
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Par ailleurs, plusieurs composants aromatiques ont des propriétés antalgiques,
antimicrobiennes, antivirales et insecticides. Par exemple, le menthol de la menthe poivrée
calme les douleurs provoquées par un traumatisme et agit sur les maux de téte, alors que le
citronellol de la citronnelle a le pouvoir d'agir sur l'inflammation causée par une brilure ou
encore une piqure d'insecte (Kim et al., 2003). Les activités antifongiques de nombreuses huiles
essentielles incluant les huiles de thym, de citronnelle et de cannelle ont été décrites (Burt,
2004). Des études ont montré que les huiles essentielles de Chromoleana odorata et de Mikania
cordata, donnaient des tests d'inhibition positifs sur la lipoxygénase de soja, modéle de la

lipoxygénase humaine impliquée dans les processus de l'inflammation (Bedi et al., 2004).

1.2.3 Procédés d’obtention des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont liquides a température ambiante, la quantité des huiles
essentielles contenue dans les plantes est toujours faible, parfois tres faible, voire infime. Il faut
parfois plusieurs tonnes de plantes pour obtenir un litre de I’huile. Plusieurs procédés
d'obtention des huiles ont été reconnus, mais le choix de la méthode utilisée est en relation avec
la nature de I’huile ainsi que son éventuelle utilisation. L'entrainement a la vapeur et 1'hydro-
distillation de la plante fraiche ou séche restent les techniques les plus utilisées (Visht and

Chaturvedi, 2012).

1.2.3.1 Extraction par hydro-distillation

L’hydro-distillation est la technique la plus simple et la plus répandue ; son principe
consiste a immerger la matiére végétale dans un bain d’eau (Afnor, 1992). L’ensemble est
ensuite porté a ébullition a pression atmosphérique (Meyer-Warnod, 1984). Les cellules
végeétales éclatent et libérent alors les espéces chimiques odorantes qui sont entrainées par la
vapeur d’eau. Les molécules 1égeres présentes dans 1’huile avec la vapeur d’eau, forment un
mélange azéotropique (Kumar and Tripathi, 2011). Le mélange est récupérés dans un
récipient apres son condensation dans le réfrigérant. L hydro-distillat obtenu contient une phase
aqueuse ainsi qu’une phase organique constituée par 1’huile essentielle. Cependant lorsque les
densités de ces deux phases sont proches on peut observer une émulsion (Gavahian and

Farahnaky, 2018).

1.2.3.2 Extraction par entrainement a la vapeur d’eau
L’entrainement a la vapeur d’eau est I’une des méthodes officielles pour I’obtention des
huiles essentielles (Cassel et al., 2009). A la différence de I’hydro-distillation, cette technique

utilise I’entrainement des substances aromatiques par la vapeur d’eau.
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La maticre végétale n'est pas en contact direct avec I'eau, mais elle est traversée par un
courant de vapeur d'eau qui va tirer les substances volatiles hydrophobes (Benjilali, 2004). La
vapeur détruit la structure des cellules végétales, en entrainant les constituants volatils vers un
systéme de refroidissement. La distillation par entrainement a la vapeur d’eau s'effectue en
placant les plantes aromatiques dans un appareil de type Kaiser Lang en se servant d’un
dispositif d'extraction de type Kaiser Lang modifi¢. La vapeur, chargée de I’huile essentielle se
condense dans le serpentin du réfrigérant avant d’étre récupérée dans un récipient. La durée de

distillation est généralement longue (Clevenger, 1928).

1.2.3.3 Extraction sans solvant assistée par micro-ondes

L’extraction sans solvant assistée par micro-ondes consiste a placer la matiere végétale
dans un réacteur micro-ondes sans ajout d’eau ou de solvant organique. Le chauffage de 1’eau
contenue dans la plante permet I’éclatement des cellules végétales et la libération des especes
odorantes de I’huile essentielle. Une fois libérée, I’huile essentielle est ensuite entrainée par la
vapeur d’eau produite par la matiere végétale. La réfrigération ainsi que la récupération des
huiles essentielles se font a 1’extérieur du four. L'explication de la différence de composition
chimique entre les proceédes d'extraction par hydrodistillation et par extraction sans solvant
assistée par micro-ondes pourrait étre due principalement aux phénomeénes de solubilité

(Grigonis et al., 2005 ; Cardoso-Ugarte et al., 2013).

1.2.3.4 La micro-extraction en phase solide

La micro-extraction en phase solide (SPME) est une technique de préparation
d'échantillon fiable ne nécessitant pas de solvant qui permet l'extraction des analytes et
l'injection de I'échantillon dans le systéme chromatographique en une seule étape (Hossain et
al., 2020). Cette technique repose sur la partition des composés d’intéréts (analytes) entre la
matrice et une fibre de silice fondue recouverte d'un polymere. Les analytes organiques volatils
ou semi-volatils peuvent étre isolés en mode : espace de téte (HS-SPME). Dans ce cas, la fibre
est située dans 1'espace de téte au-dessus de la matrice d'échantillon ; seuls les analytes volatils
sont extraits. Par conséquent, I'espace de téte/la micro-extraction en phase solide (HS/SPME)
est de plus en plus souvent appliquée comme méthode de préparation de I'échantillon dans
I'analyse des composés organiques volatils, y compris les composants de I’HE. C’est une
méthode qui est non seulement respectueuse de 1'environnement mais permet également d'éviter

la plupart des facteurs responsables de la transformation des composants analysés.
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Couplée a la spectrométrie de masse (HS/SPME-GC/MS), la SPME est un outil

analytique puissant par sa sélectivité et sensibilité¢ (Dawidowicz et al., 2016).

1.2.4 Composition et identification des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des liquides hydrophobes issus de plantes. La composition
chimique de nombreuses huiles essentielles varie en fonction de différents facteurs, incluant les
organes prélevés, la zone géographique et la période de récolte, le stade de développement des
plantes (Gonny et al., 2004). Dans la plupart des cas, I’huile essentielle comporte un ou deux
composants majoritaires qui vont jouer un role principal dans ses propriétés thérapeutiques.
Seulement les terpeénes volatils de faible poids moléculaire seront rencontrés dans les huiles
essentielles. Les composants principaux des huiles essentielles sont les monoterpénes, les
sesquiterpees, les hydrocarbures, les aldéhydes, les phénols, les esters et autres (Hossain et al.,

2020).

La chromatographie en phase gazeuse (CPG/FID et CPG/SM) est un outil analytique
trés puissant pour l'identification des composants des huiles essentielles. Les isomeéres donnent
généralement des spectres de masse trés similaires pour les terpenes et encore plus pour les
sesquiterpenes. Par conséquent, un facteur d'appariement favorable entre les spectres de masse
n'est pas suffisant pour l'identification. Malgré les progrés des méthodes analytiques pour
évaluer la composition des huiles essentielles, la chromatographie reste une technologie
puissante pour séparer et caractériser des composés d'intérét spécifiques (Costa et al, 2012).
Les indices de rétention ont été utilisés, avec la spectrométrie de masse, pour l'identification

correcte de la composition des huiles essentielles.

1.3 Généralités sur P’utilisation des inhibiteurs de corrosion

La corrosion est un phénomene naturel de détérioration des propriétés du métal par
attaque chimique ou réaction avec son environnement (Shehata ez al., 2018). Le phénoméne
de la corrosion des métaux, notamment la corrosion de I’acier, est un probléme majeur des
industries qui doivent répondre au cahier de charge sur la durée de vie des structures. Les aciers
et leurs alliages font partie des matériaux industriels les plus utilisés. Ces matériaux souffrent
d'importants dommages dus a la corrosion lorsqu'ils rencontrent des environnements acides
(Mabhross et al., 2016). En effet, les solutions acides ont été utilisées dans des applications
industrielles telles que le détartrage, le décapage et I'élimination de la calamine des surfaces

métalliques (Verma et al., 2015 ; Alibakhshi et al., 2018).
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Pendant ce temps, 1'effet de la corrosion peut étre considéré comme une situation vitale
nécessitant une prévention adéquate car elle peut devenir une menace avec des impacts
économiques, de conservation des matériaux et de sécurit¢ dans diverses applications

d'ingénierie (Popoola, 2019).

Les aciers inoxydables sont des alliages couramment utilisés dans différents secteurs
d’activité tels que : les équipements de traitement chimique, les échangeurs de chaleur et les
industries alimentaires, laitiéres, la médecine, la chirurgie et les alliages dentaires (Tang et al.,
2006). L'existence de certains éléments tels que le chrome et le nickel dans la composition de
l'acier conduit a l'amélioration de sa résistance a la corrosion. La protection de I'acier contre la
corrosion est assurée par la présence de chrome qui, dans un milieu oxydant, forme a la surface
d’une couche d'oxyde de chrome, invisible mais protectrice, qui rend le métal passif en l'isolant
du milieu environnant (Garverick, 1994). Cette résistance a la corrosion croit donc avec la

teneur en chrome, mais est sensible aux effets des ¢éléments d'alliages ajoutés a 'acier.

L’acier inoxydable (AI) 316L (« L » pour « low carbone ») est un alliage a base de fer
composé majoritairement de chrome et de nickel avec une teneur en carbone inférieure a 300
ppm avec une structure austénitique cubique a faces centrées (Pillot, 2016). L’acier inoxydable
ne peut pas étre considéré résistant a la corrosion dans toutes les conditions d’utilisation. Il est
sensible a différentes formes de corrosion telles que les piqires dans les environnements
chlorés. Néanmoins, la couche d’oxyde de chrome peut étre endommagée par les traitements
thermiques comme le soudage, I'abrasion mécanique, la corrosion galvanique et les acides forts.
Ainsi, la majorité des composants internes des réacteurs sont fabriquée en acier inoxydable

austénitique (304L ou 316L).

Ces matériaux sont exposés a un milieu oxydant sous irradiation et subissent des
contraintes mécaniques (Zaffora et al., 2021). Dans ces conditions, ils sont susceptibles de
subir un endommagement par corrosion (Tang et al., 2006). Par conséquent, trouver des
méthodes pour controler la vitesse de corrosion est devenu le sujet de la recherche actuelle
(Banerjee et al., 2012). Parmi les diverses méthodes, I'emploi d'inhibiteurs est I'une des
méthodes les plus efficaces pour la protection des métaux contre la corrosion. Différents
composés organiques et non organiques ont été étudiés comme inhibiteurs de corrosion pour
protéger les métaux. Bien que la plupart des inhibiteurs de corrosion synthétiques soient tres
efficaces dans les environnements acides, ils sont coliteux et présentent des risques pour

I'environnement (Alibakhshi ez al., 2018).
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1.3.1 Définition d’un inhibiteur

« Un inhibiteur de corrosion est une substance chimique qui, ajoutée a faible
concentration au milieu corrosif, ralentit ou stoppe le processus de corrosion d’un métal placé
au contact de ce milieu » (Garverick, 1994). En effet, ces espéces doivent apporter une
protection contre la corrosion similaire aux composés a base de chromates tout en respectant
les normes environnementales (Norman, 1965). Un inhibiteur de corrosion doit en premier lieu
réduire la vitesse de corrosion du métal, efficace a faible concentration, compatible avec les

normes de non-toxicité, et peu coliteux pour assurer des bénéfices financiers industriels.

1.3.2 Classification des inhibiteurs

Généralement, les inhibiteurs sont classés en fonction de leur domaine d’application, de
la nature chimique des molécules (inhibiteur organique, inhibiteur inorganique), de la réaction
¢électrochimique inhibée (inhibiteur cathodique, inhibiteur anodique ou mixte), ou du

mécanisme réactionnel mis en jeu (adsorption et/ou formation d’un film) (Popova et al., 2007).

1.3.2.1 Selon la nature des molécules inhibitrices
a)- Inhibiteurs minéraux

Les inhibiteurs minéraux sont utilisés en milieux alcalins et neutres et presque rarement
en milieux acides. Ces produits se dissocient en solution et ce sont leurs produits de dissociation
(anions ou cations) qui assurent les phénomeénes d’inhibition. Les chromates, les molybdates,
les silicates, les phosphates sont les plus importants inhibiteurs minéraux. Par exemple, les ions
chromates ont ét¢ identifiés comme les meilleurs inhibiteurs en solution aqueuse. Ceci est di a

sa forte capacité d’adsorption sur le métal pour former un film protecteur (Muiioz et al., 2006).

b)- Inhibiteurs organiques

Les inhibiteurs organiques sont couramment utilisés pour réduire l'attaque corrosive des
solutions sur les métaux en contact. Leur utilisation est actuellement préférée a celle
d'inhibiteurs inorganiques pour des raisons d'écotoxicité.

L'efficacité inhibitrice de ces inhibiteurs organiques est li¢e a la présence de groupes
fonctionnels polaires avec des hétéroatomes (Pradeep Kumar and Mohana, 2014).
L’utilisation d'inhibiteurs organiques contenant des atomes d'azote, d'oxygeéne et/ou de soufre,
des composés hétérocycliques et des électrons m, sont les plus pratiqués pour la protection
contre la corrosion du fer en milieu acide. Ces composés organiques exercent une influence

significative sur le degré d'adsorption a la surface métallique.
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La fonction polaire est généralement considérée comme le centre réactionnel pour la
mise en place du processus d'adsorption (Satapathy et al., 2009). Il a également été rapporté
que les composés organiques contenant les fonctions -OH, -COOH, NHa, etc., sont d'excellents

inhibiteurs de corrosion, en particulier dans les milieux acides (Zhao et al., 2022).

1.3.2.2 Selon le mécanisme d’action électrochimique
a)- Les inhibiteurs anodiques

Ils agissent au niveau des sites anodiques par formation d’une couche barriere passive
sur la surface métallique, en bloquant les sites anodiques (si¢ge de 1’oxydation du métal). Les
inhibiteurs anodiques diminuent la densité du courant partiel anodique et déplacant le potentiel
de corrosion dans le sens positif. En effet, si le film protecteur est altéré par une rayure ou par
une dissolution, ou si la quantité d’inhibiteur est insuffisante pour restaurer le film, la partie

exposée se corrode en piqlres profondes (Bénard et al., 1969) (Figure 1.22).

b)- Les inhibiteurs cathodiques
Ces inhibiteurs agissent au niveau des sites cathodiques en diminuant la densité du
courant partiel cathodique et ralentissent la réaction cathodique (si¢ge de la réduction du proton

H" en milieu acide) (Figure 1.22).
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Figure 1.22 : Formation des couches barriéres (A) cathodiques et (B) anodiques interférant
avec les réactions ¢électrochimiques, dans le cas d’une étude en milieu acide (Schaschl, 1973)

Un inhibiteur cathodique déplace le potentiel de corrosion dans le sens négatif. Ce sont

les cations qui peuvent se déplacer vers la surface cathodique pour former des films adhérents

et compacts en précipitant sous forme de sels basiques ou d'hydroxydes.
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¢)- Les inhibiteurs mixtes

Les inhibiteurs mixtes agissent a la fois sur les processus cathodiques et anodique, en
diminuant la vitesse de deux réactions partielles. Quelle que soit la réaction électrochimique
contrdlant la corrosion, un inhibiteur mixte modifie peu le potentiel de corrosion. La figure 1.23
montre clairement 1’influence de ces trois types d’inhibiteurs sur le déplacement de potentiel

de corrosion sur les courbes de polarisation.

log i
log i

E E E

Figure 1.23 : Diagrammes d’Evans montrant le déplacement du potentiel de corrosion di a la
présence d’un inhibiteur de corrosion (a) anodique, (b) cathodique, (c) mixtes

1.3.2.3 Selon le mécanisme d’action interfaciale
On peut distinguer différents types d’inhibiteurs : ceux agissant par adsorption, par passivation

ou par précipitation.

a)- Inhibition par passivation

Certains inhibiteurs oxydants provoquent une passivation spontanée du métal en
formant des films de passivation entre la surface corrodée et les molécules inhibitrices, et
diminuent ainsi la vitesse de corrosion. Dans certains cas, il faut donc maintenir une
concentration suffisante d’inhibiteur et maitriser les conditions hydrodynamiques afin d’obtenir
une protection efficace. Les inhibiteurs oxydants les plus puissants comme les chromates et les
nitrites sont moins utilisés en raison de leur toxicité. On les remplace fréquemment par des

molybdates ou des silicates (Landolt, 2003).

b)- Inhibition par précipitation
Certains inhibiteurs agissant par précipitation provoquent la formation de films

superficiels constitués de sels minéraux ou de complexes organiques peu solubles.

35| Page



Chapitre 1 Géncralités et données bibliographiques

Ces films réduisent l'accessibilit¢ de I'oxygeéne a la surface et, en plus, ils bloquent

partiellement la dissolution anodique (Zielinski et al., 1995).

¢)- Inhibition par adsorption

Généralement les inhibiteurs organiques agissent par adsorption en empéchant I’action
du milieu agressif par fixation sur la surface du métal (Hossain et al., 2020). En effet, plusieurs
études ont montré que des parameétres structuraux tels que la forme géométrique, la présence
d'hétéroatomes (N, O, S, etc.), la longueur de la chaine carbonée, le type de liaison a travers la
molécule, la capacité moléculaire a former une couche continue sur la surface métallique, et la
force de liaison formé avec les produits de corrosion et la surface métallique pouvant influencer

sur l'efficacité des inhibiteurs organiques.

Les interactions entre l’inhibiteur et la surface métallique peuvent étre de type
physisorption (formation de liaisons faibles) ou de chimisorption (Satapathy et al., 2009). Ces
deux types d'adsorption sont influencés par la nature et la charge du métal, la structure chimique

de I’inhibiteur organique et le type d'é¢lectrolyte.

1.3.3 Utilisation des substances naturelles comme inhibiteurs de la corrosion

La plupart des inhibiteurs organiques synthétiques sont largement plus toxiques pour
l'environnement, ce qui a incité a rechercher des inhibiteurs de corrosion respectueux de
'environnement. De nos jours, l'utilisation des extraits de plantes comme inhibiteur de corrosion
dans divers environnements a été un sujet intéressant pour de nombreux chercheurs. Ces
substances naturelles sont biodégradables, écologiques et présentent une disponibilité

abondante (Bourazmi et al., 2018 ; Fdil e al., 2018).

Les huiles et les extraits obtenus des différentes parties d’une plante sont devenus
importants en tant que source de matériaux ¢€cologiques, facilement disponibles et
renouvelables pour une large gamme de prévention de la corrosion. Leur composition est
complexe, puisqu’elle est constituée d’un mélange de molécules qui appartiennent a différentes
classes chimiques telles que les terpeénes, les composés phénoliques (les tanins et les
flavonoides) et les composés azotés (les alcaloides, les acides aminés non protéiques et les
glycosides).
1.3.3.1 Inhibiteurs a base d’extraits

L’utilisation des substances naturelles comme inhibiteurs de corrosion remonte a 1930

lorsque les extraits de plante de la Chélidoine et d'autres plantes ont été utilisés comme
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inhibiteur de corrosion dans un bain de décapage acide sulfurique. Pendant les années 1970
jusqu'a 1990, différents travaux ont montré 1’efficacité inhibitrice des extraits de plantes sur la

corrosion des métaux dans des milieux corrosifs.

Ces extraits contiennent une grande variété de composés organiques qui peuvent étre
facilement adsorbés sur la surface du métal, formant ainsi des films protecteurs. Jusqu'a
aujourd’hui, plusieurs extraits de plantes ont été utilisés comme inhibiteur de corrosion pour
différents types de métaux en milieu acide chlorhydrique (Benmessaoud Left et al., 2013).
Toutefois, c’est 1’acier qui a retenu le plus ’attention des chercheurs a cause de leur large

utilisation dans ’industrie.

Plusieurs auteurs ont porté un trés grand intérét a la corrosion de 1’acier doux,
Alibakhshi et al. (2018) ont étudié I'inhibition de la corrosion de 1'acier doux par I'extrait des
feuilles de la plante Glycyrrhiza glabra en milieu acide chlorhydrique. Les résultats montrent
que D’extrait de cette plante agit comme inhibiteur de type mixte et retarde les vitesses de
réactions anodiques et cathodiques. L'efficacit¢ maximale d'inhibition de la corrosion est de

88% en présence de 800 ppm d'extrait apres 24 h d'immersion.

Ainsi, Singh et al., (2010p) ont confirmé que I’utilisation des extraits de fruits de
quelques plantes comme inhibiteurs de corrosion de l'acier doux a donné une efficacité
inhibitrice de 98,2% pour 300 ppm de ’extrait de Moringa oleifera, 96,6% pour 600 ppm de
I’extrait de Piper longum et 88,1% pour 1200 ppm de I’extrait du Citrus autantium en milieu

HCI (1 M).

D’autres inhibiteurs ont prouvé leurs efficacités, notamment ceux utilisés par Satapathy
et al., (2009) qui ont travaillé avec I’extrait de Justicia gendarussa, Bouammali et al., (2013)
avec I’extrait de Lavandula dentata et Afia et al., (2011) avec ’extrait de noyaux d'Argania
spinosa, en milieu HCI (1 M). Le pouvoir inhibiteur de la corrosion de I’acier doux par les
feuilles de Curcuma longa a été prouvé par Kairi and Kassim, (2013) en milieu acide,
I’efficacité obtenue était de 79,81% pour 80 ppm d’inhibiteur a 30°C, et que la diminution de
cette efficacité est observée également a haute température. Plusieurs auteurs ont porté un tres
grand intérét a la corrosion de ’acier au carbone.

Par exemple, Bourazmi et al., (2018) ont choisi I’extrait méthanolique des feuilles de
Salvia officinalis comme inhibiteur de la corrosion de l'acier au carbone en milieu HCI (1 M),

les résultats obtenus montrent une efficacité de 87% a 1,8 g/l d’extrait.
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De méme, I’extrait de Salvia officinalis agit comme un inhibiteur mixte sans modifier

le mécanisme de réduction de I'hydrogene.

L’étude menée par Dahmani et al., (2010) sur I’inhibition de la corrosion de I’acier C38
en milieu HCI (1 M). Il a été montré que 1’extrait du poivre noir et le composé pipérine isolé de
la méme plante, présente une efficacité¢ d’inhibition élevée, soit respectivement 95,8% a 2 g/l
et 98,9% a 107 M a 35°C. D’autres recherches sur la corrosion du méme type d’acier ont été

réalisées par des inhibiteurs a base d’alcaloides.

En effet, les études menées par Faustin ef al., (2011) sur I’effet d’alcaloides de I’extrait
Aspidosperma album ont montré une bonne efficacité de I’extrait pour la concentration de 100
mg/l a 25°C, en milieu HCI (1 M). La diminution de cette efficacité a été observée a des

températures élevées.

De méme, une autre étude portait sur les alcaloides des extraits Guatteria ouregou et
Simira tinctoria a été réalisée par Lecante et al., (2010). Les résultats ont montré une efficacité
de 92% pour une concentration de 250 mg/1a 25°C. De plus, les alcaloides de Annona squamosa
(Lebrini et al., 2010) et Isertia coccinea (Lebrini et al., 2011) utilisés dans les mémes

conditions ont montré des efficacités inhibitrices similaires.

Quelques études ont été reportées dans la littérature sur l'utilisation des plantes comme
inhibiteurs de corrosion pour les aciers inoxydables citons : la corrosion de ’acier inoxydable
304 par I’ajout de I’extrait de feuille de Salvia officinalis a été étudiée par Soltani et al., (2012).
Les résultats obtenus ont montré une efficacité de 96,6% pour 2,5 g/l en milieu

HCI (1M).

AKin et al., (2013) ont évalué I’effet de I’extrait Juglans regia sur la corrosion de I’acier
inoxydable en milieu HCI (1M). Les résultats obtenus ont montré une efficacité de 69% pour
0,14 mg/ml a température ambiante. Des résultats obtenus avec d’autres extraits utilisés pour

I’inhibition de la corrosion dans le milieu HCI sont rapportés dans le tableau 1.3.
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Tableau 1.3 : Effet des extraits naturels de plantes sur la corrosion des aciers en milieu acide

Inhibiteur a base Molécules actives Métal  Milieu Remarque
d’extrait de plante corrosif
Café moulu Acide chlorogénique Acier HCl  Inhibiteur mixte avec un
(Torres et al., 2011) HO 0 /QCEZH au 1 M caractére cathodique
HO;\% carbone
Jasminum Phillyrin o Acier HCI Inhibiteur mixte. Une
nudiflorum ’?I\‘j /O l‘arfniI_lj 1M efficacité  d'inhibition
a froi
(Li et al., 2010) Verba50051de O o7 (96%) est obtenue a 50
\O/\Jﬁw mg/l 4 20°C
HO NO OH \/Y/\
Artemisia pallens Arbutine 7 Acier HCl  L’efficacit¢ inhibitrice
OH [
(Kalaiselvi et al., Ho-»\&//ON\ @ doux IM  98% a400 mg/la30°C
2010) HoA—p0
Citrus Acide oléique CigH3402 Acier HCl  un inhibiteur de type
aurantiifolia Acide linoléique C1sH320: doux IM  mixte une efficacité¢ de
(Saratha et al., 2009)  Xanthylétine m 97% pour de 2,5% v/v
70 0”0
Khillah Khellin Visnagin Acier HCl  L’efficacité¢ d'inhibition
(Ammi visnaga) g o mc”g SX316 2M maximale (99%) est
BPs
(El-Etre et al., 2006) Hac’(oic?‘? oHe & obtenue a 300 ppm
“CHs
Olivier Hydroxytyrosol ; Oleuropein Acier HCl  Inhibiteur mixte. E; est
(Olea europaea) i ., " /Q/\’ o ?)u 2M  93% a 900 ppm
_OH caroone
(El-Etre, 2007) m Yj*"c“a OH
Zallouh Ferutinol o mc_ Acier HCl  L’efficacité d'inhibition
_J-0n ot
(Ferula Harmonis) //‘ (“' 3 ?)u 2M  est93% a 900 ppm
N crg carbone
(El-Etre et al., 2008) e
Henna (Lawsonia Methionine Sorbitol, Acier HCI L’efficacité d'inhibition
inermis) /S\/\ﬁLOH HONOH doux 2M maximale (92%) est
(Ostovari et al., Lawsone  Acide galhque obtenue a 1,2 g/l
2009) 0
OH
o]
Kalmegh Andrographolide o Sin Acier HCl  Efficacité inhibitrice est
\
(Andrographis ~ (Singh et al., 2010.) f doux 2M de 98%
paniculata) HO™
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1.3.3.2 Inhibiteurs a base des huiles

Les huiles essentielles sont également connues sous le nom d'inhibiteurs verts ou
d'inhibiteurs écologiques en raison de leur biocompatibilité avec la nature. L’exploitation
récente des ressources naturelles telles que les huiles essentielles (HEs) provenant de diverses
sources végétales en tant qu'inhibiteurs verts de corrosion a faible cotlit est un domaine de
recherche prometteur. L'activité anticorrosive des HEs peut étre attribuée a la présence d’une
grande variété de composés organiques qui peuvent étre facilement adsorbés sur la surface
métallique, formant des films protecteurs. Il s'agit entre autres des monoterpenes, des
sesquiterpenes, des composés carbonylés, etc., qui jouent divers roles au cours de la vie de la
plante (Hossain ez al., 2020). Cependant, les huiles essentielles telles que 1'huile de jojoba,
I'huile de romarin, I'huile d'armoise et l'huile d'eucalyptus ont été évaluées comme des
inhibiteurs efficaces contre la corrosion de l'acier (Chetouani et al., 2004 ; Benmessaoud Left
et al., 2013). L'efficacit¢ d'inhibition de la corrosion de Il'huile de cannelle pour I'acier
inoxydable 304L dans des solutions de HCI1 0,1 et 1 M a été ¢tudiée par Bouraoui ef al., (2019).
L’ajout de 1% d'huile de cannelle dans la solution HCl 1 M a conduit a une efficacité de
corrosion de 84%. De plus, en milieu agressif 0,1 M, I'efficacité d'inhibition augmente (86,6—
96%) I’augmentation de la concentration en huile de cannelle de 0,5 a 5 %. L huile de lavande
(Lavandula dentata) a été utilisée pour lutter contre la corrosion de 1’acier doux en milieu acide
(El Ouadi et al., 2015). Les résultats obtenus ont montré que c’est un inhibiteur mixte dont
I’efficacité pouvait atteindre 84,32% pour une concentration de 5 ml/l a 308 K aprés 30 min
d’immersion. Ben Hmamou et al., (2012) ont rapporté que I’huile essentielle de camomille
(Chamomilla recutita) donnent une protection élevée sur la corrosion de 1’acier dans le milieu
HCl 1 M. L’efficacité augmente avec la concentration et atteint 90% a 2 g/l. L'efficacité
inhibitrice de 1’huile de pistache sur la corrosion de l'acier au carbone dans du H2SO4 0,5 M a
été étudiée par Salghi ez al., (2012). Les études de polarisation potentiodynamique suggérent
que cet inhibiteur est un inhibiteur de type mixte avec une prédominance de type anodique.
L’efficacité inhibitrice était de 83,2% pour une concentration de 1g/1 a 298 K. L’utilisation de
I’huile essentielle d’argan par Afia et al., (2011) a révélé une efficacité inhibitrice de 81% pour
une concentration de 3 g/l a 298 K qui diminue quand la température passe a 328 K, il a été
montré que cet inhibiteur est de type mixte (Benmessaoud Left ef al., 2011). L'huile essentielle
de fenouil (Foeniculum vulgare) a été testée comme inhibiteur de corrosion de 'acier au carbone
dans HCI 1 M a 298 K par Lahhit et al., (2011). Les résultats montrent que cette huile agit

comme inhibiteur de type mixte avec une efficacité de 76 % pour 3 ml/l d’huile.
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Les résultats d’autres études sur 1’inhibition de la corrosion par les huiles et les huiles

essentielles dans le milieu acide sont rapportés dans le tableau 1.4.

Tableau 1.4 : Effet des inhibiteurs verts a base de 1’huile sur la corrosion de 1’acier en milieu

acide
Inhibiteur a base d’HE Milieu  Type de Efficacité Remarque
corrosif métal inhibitrice
Mentha pulegium HCI Acier 80% pour 2,76 g/l  Un inhibiteur
(huile du Pennyroyal) IM a298 K cathodique
(Bouyanzer et al., 2006)
Mentha spicata HCI Acier 93 % pour 2 g/l Un inhibiteur
(Znini et al., 2011) IM a298 K mixte
Huile de jojoba HCI Fer 100% pour 0.515  Un inhibiteur
(Chetouani et al., 2004) 1M g/l a298 K cathodique
Huile de Clove HCI Fer 98% pour 5 g/l —-—-mee-
(Saxena et al., 2012) 0.5M a298 K
Artemisia mesatlantica HCI Acier 87% pour Un inhibiteur
(Bammou et al., 2011,) 1M 19 g/dm® 2343 K cathodique
Huile essentielle d'Ail HCI Acierau  95,8% pour 2.5g/l  Un inhibiteur
(Afia et al., 2014) 1M carbone a298 K mixte
Warionia saharae H2S04 Acier 74,85% pour 3g/1
(Znini et al., 2011p) 0,5M 4343 K 0 o
Senecio inaequidens HCI Acier 87,14% pour 2 g/l
(Andreani et al., 2013) 1M A28 K = -
Salvia aucheri H2S04 Acier 86,12 % pour Un inhibiteur
mesatlantica 0,5M 2g /12298 K mixte
(Znini et al., 2012p)
Ruta chalepensis L. HCI Acier 71% pour
(Khadraoui et al., 2014) 1M 2,5ml/1a298 K -
Eryngium maritimum HCI Acier 97,91 % pour
(Darriet et al., 2013) 1M 2mg/mla298 K = --memeeeeee
Pulicaria mauritanica H>SO4 Acier 86,1 % pour 2g/l  Un inhibiteur
(Cristofari et al., 2011) 0,5M a298 K mixte
Helichrysum italicum HCI Acier 82,22% pour 2
(Cristofari et al., 2012) 1M gla298K e
Asteriscus graveolens H>SO4 Acier 82,89% pour 3g/l  Un inhibiteur
(Znini et al., 2012.) 0,5M a298 K mixte
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1.4 Méthodes d’étude de la corrosion
1.4.1 La méthode gravimétrique

D’une fagon générale, 1’é¢tude de la corrosion fait appel en premier lieu aux méthodes
directes ; par excellence c’est la mesure de la perte de masse qui donne une indication sur le
degré de corrosion. Cette méthode présente I'avantage d'étre facile a mettre en ceuvre, de ne pas
nécessiter un appareillage important. Elle donne des informations trés rapides a des prix
relativement bas et sans perturbation des systémes, mais ne permet pas l'approche des
mécanismes mis en jeu lors de la corrosion (Verma et al., 2016).
Son principe repose sur la mesure de la perte de masse (Am) subie par un échantillon de surface
S, avant et apres un temps ¢ d'immersion prolongée dans un milieu corrosif en maintenant la
température constante.

La vitesse de corrosion (Veor) est déterminée aprés un temps d’immersion bien

déterminé a température donnée (T). Elle est calculée par la formule suivante :

V., :( A J (mg h™! em™?) (1.2)
S xt

Avec : Am = m;—m;

mp: masse de 1’échantillon avant I’immersion (g)

my: masse de 1’échantillon apres I’immersion en (g)

S: surface de I’échantillon en (cm?)

t: temps d’immersion (h)

Le pouvoir protecteur des films formés caractérise I’efficacité inhibitrice (E;), c'est-a-dire la
diminution de la vitesse de corrosion. L’efficacité inhibitrice d’un inhibiteur est exprimée par

I’équation suivante :

E, (%) =(V“’”;M}xloo (1.3)

corr

Ou Veorr, Veorrinn teprésentent respectivement les vitesses de corrosion en absence et en présence

de l'inhibiteur. Le taux de couverture de surface 6 est donné par 'équation 4.

g =1-| Leomi (1.4)

corr
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1.4.2 Les méthodes électrochimiques

Contrairement a la méthode gravimétrique, les techniques électrochimiques constituent
une méthode plus complete puisqu'elles étudient la base du phénoméene de corrosion via un
processus ¢lectrochimique. Cependant, l'aspect quantitatif de ces techniques (courbes de
polarisation et spectroscopie d'impédance €lectrochimique) permet d'accéder a des vitesses de
réaction et des valeurs de parametres physiques décrivant 1'état du systéme (capacité de double
couche, résistance de transfert de charges, capacité du film,...). La variété des données fournies
par ces méthodes permet de choisir parfois plus judicieusement les méthodes adéquates de
protection et de prévention. Ces méthodes permettent d'expliquer les processus d’inhibition et

de déterminer les mécanismes mis en jeu lors de la dégradation (Ghetta et al., 2009).

1.4.2.1 Suivi du potentiel en circuit ouvert

C’est une technique simple qui apporte des informations préliminaires sur la nature des
processus en cours a I’interface métal/électrolyte. Le potentiel en circuit ouvert noté OCP (Open
Circuit Potential) est le potentiel d’un échantillon plongé dans une solution corrosive. Les
courbes OCP permettant d’apprécier les modifications de la surface de 1’échantillon en fonction
du temps d’immersion dans le milieu. Les variations de potentiels de corrosion enregistrées
renseignent sur la dégradation, ou la passivation d’une surface métallique. Cependant, le
déplacement du potentiel de corrosion d’un métal vers des valeurs plus nobles n’est pas toujours
corrélé avec une augmentation de la résistance a la corrosion (Choudhary et al., 2016). 1 est

donc indispensable de mesurer parallelement la valeur de I’intensité de courant de corrosion.

1.4.2.2 Courbe de polarisation

Les méthodes de mesure de polarisation sont des méthodes stationnaires, elles
permettent d’étudier un systéme dans son état d’équilibre thermodynamique. La courbe de
polarisation de l'interface métal/solution est une caractéristique fondamentale de la cinétique
¢électrochimique, mais ne rend compte que de 1'étape la plus lente du processus global (transfert
de matiére, adsorption des especes sur 1’¢lectrode...) a l'interface électrochimique. Elle permet
de déterminer les parametres de la corrosion, telles que la densité de courant de corrosion (Icorr),
le potentiel de corrosion (Ecor), et la résistance de polarisation (Rp), ainsi que les droites de
Tafel Ba et Bc a partir d'une seule courbe de polarisation. La courbe de polarisation est composée
d'une courbe anodique partielle d'oxydation des métaux et d'une courbe cathodique partielle de

réduction d'un oxydant (Figure 1.24).
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Pour obtenir une courbe de polarisation, on applique différents potentiels entre
1'¢lectrode de travail (ET) et une €électrode de référence (ER) et on mesure le courant stationnaire
qui s'établit apreés un certain temps dans le circuit électrique entre cette électrode de travail et
une contre-¢lectrode (CE). Cette derniere permet de maintenir 1'électrode de travail a un
potentiel constant. Cette méthode permet de déterminer d'une fagon précise les parametres

¢lectrochimiques d'un métal au contact d'un é€lectrolyte.

log |

A

Droites de Tafel
cathodigue anodigque

6

log lcorr

Domaine de Tafel
ancdi
e P

Domaine de Tafel
cathodique

Ecorr

Figure 1.24 : Diagramme des courbes de polarisation montrant les régions anodiques
et cathodiques et détermination des parametres €lectrochimiques a partir des droites de Tafel

Pour déterminer expérimentalement ces parametres électrochimiques, une présentation
logarithmique de la densité de courant est en général préférable, car elle met en évidence la
relation lin€aire entre le logarithme de la densité de courant et le potentiel (Znini ef al., 2012p)
(Figure 1.24). L’efficacité d’un inhibiteur peut étre évaluée a partir de la connaissance du
courant de corrosion du métal dans une solution corrosive avec et sans inhibiteur en utilisant
I’équation (1.5).

_Icorr/inh jxloo (1.5)

E[ (%):(Icorr

corr

Ou Leorr et Leorrinn représentent respectivement les densités de courant de corrosion en absence et

en présence de I’inhibiteur.
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1.4.2.3 La spectroscopie d’impédance électrochimique

La méthode de la spectroscopie d’impédance ¢électrochimique (SIE) est une technique
non stationnaire et non destructive qui permet d’avoir des informations sur les étapes
¢lémentaires qui constituent le processus électrochimique global (Kelly et al., 2002). C’est
I’une des méthodes puissantes utilisées dans le domaine de 1’électrochimie, puisqu’elle donne
des renseignements sur les propriétés de transfert de charge et des phénomenes

¢lectrochimiques qui se produisent a I’interface électrode/solution.

Le principe consiste a superposer au potentiel de 1’¢électrode une modulation de potentiel
sinusoidal de faible amplitude et a suivre la réponse en courant pour différentes fréquences du
signal perturbateur. La réponse en courant est également sinusoidale, superposée a un courant
stationnaire mais déphasée d’un angle ¢ par rapport au potentiel (Znini et al., 2012, ; Moretti
etal.,2013 ; Verma et al., 2015 ) . La SIE est une méthode transitoire basée sur la perturbation
des grandeurs physiques du systéme ¢électrochimique de sorte que la réponse du systéme puisse
étre analysée dans un domaine linéaire invariant dans le temps. Elle permet une analyse plus

compléte du mécanisme d'action de 1'inhibiteur.

Le role de l'inhibiteur dans les différents processus intervenant a I'électrode (transfert de
charges, diffusion, adsorption...) peut étre étudié en détail (Tazi et al., 2016), et des valeurs
telles que celles de la résistance de transfert et de la résistance de polarisation peuvent permettre
d'accéder a la mesure de la vitesse de corrosion méme dans le cas ou le métal est recouvert
d'une couche protectrice (Behpour et al., 2014). Les diagrammes d’impédance peuvent étre
représentés par des boucles et droites tracés en coordonnées cartésiennes, dans le plan de
Nyquist en plagant la partie réelle Zre () en abscisse et la partie imaginaire —Zim (®) en

ordonnée (Figure 1.25).

RA4R,
. - Rl" — flk
E '
3 " CPE
s (I R,
N | — -
! - R.
: 1
¢ —

Zr.f .em?

Figure 1.25 : Représentation dans le plan de Nyquist de I’'impédance électrochimique, dans le
cas d’un processus de transfert de charge et le circuit électrique équivalent
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Le phénomene physico-chimique qui se déroule a I’interface électrode/€lectrolyte peut
étre modélisé par un circuit électrique équivalent. Ce circuit permet d’ajuster les spectres
d’impédance expérimentaux et d’extraire les parametres tels que la résistance de 1’¢lectrolyte
(Ry), la résistance de transfert de charge (Ry) et la capacité de double couche (Cquc) qui ont lieu
a P'interface métal/solution (Kelly ez al., 2002). L’analyse de ces parametres €lectriques est
particuliérement utile dans la compréhension du systéme étudi¢ et de son évolution avec le
temps. Autrement dit, la résistance de transfert de charge est définie comme 1’intersection de la
boucle avec I’axe réel a basse fréquence, alors que la résistance de 1’¢lectrolyte est la limite de
I’impédance a haute fréquence (Boudalia et al., 2013). La capacité¢ de la double couche est

déterminée a partir de la relation suivante :

1

C =— 1.6
“ R 21f (1.6)

f étant la fréquence correspondant au sommet de la demi-boucle.

L’ajustement des diagrammes expérimentaux a été effectué¢ grace aux logiciels Zview
et Zsim, ces derniers permettent de déterminer les parameétres des différents éléments
constituant le circuit utilisé. Le circuit équivalent correspondant, appelé circuit de Randles
généralisé, décrit une interface électrochimique simple (Figure 1.25). Ce circuit comprend la
résistance de transfert de charges (R;), liée en paralléle avec la capacité de la double couche
(Cac), les deux sont en série avec la résistance de 1’¢électrolyte (Rs) qui représente la chute
ohmique dans I’¢lectrolyte entre les ¢€lectrodes de travail et de référence lorsqu’un courant
passe.

Dans le domaine de la corrosion, la spectroscopie d’impédance électrochimique (SIE)
présente plusieurs avantages. Elle permet la détermination précise de la vitesse de corrosion
méme dans le cas ou le métal est recouvert d'une couche protectrice. La spectroscopie
d’impédance €lectrochimique permet aussi 'évaluation du taux d'inhibition, la caractérisation
des différents phénomenes de corrosion (dissolution, passivation,...) et I'étude des mécanismes

réactionnels a l'interface électrochimique (Satapathy etz al., 2009).

L’efficacité d’inhibition de la corrosion est calculée a partir d’équation suivante, en

utilisant la résistance de transfert de charge :
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R . —R
E, (%)= —*—L 1x100 (1.7)

p(inh)
R, et R, inny sont respectivement la résistance de polarisation en absence et en présence de

l'inhibiteur.

1.5 Isothermes d’adsorption

L’inhibition de la corrosion des métaux par les composés organiques est expliquée par
leur adsorption sur la surface métallique (Behpour ef al., 2014). L’adsorption est un
phénomene de surface universel car toute surface a donc tendance de capter des atomes, des
ions ou des molécules se trouvant a proximité d’elle.

Pour une température donnée, la relation entre la quantité adsorbée d’une espece et son
activité dans la phase liquide en contact avec la surface s’appelle isotherme d’adsorption. Les
isothermes d'adsorption sont alors un complément important susceptible de déterminer le
mécanisme ¢€lectrochimique qui conduit a 1’adsorption de ces composés organiques sur la
surface. Les observations expérimentales ont amené les chercheurs a développer plusieurs
modeles théoriques pour décrire les isothermes d’adsorption. Parmi ces isothermes les plus
rencontrées sont celles de Langmuir, Temkin et Freundlich.

Afin d’obtenir I’isotherme, le taux de recouvrement 0 de la surface métallique en fonction de

la concentration en inhibiteur doit étre obtenu (calculée par 1’équation 1.4).

1.5.1 L'adsorption physique (physisorption)

L’adsorption physique est due a l'attraction électrostatique entre les ions inhibiteurs et
la surface du métal électriquement chargée qui se caractérise par une énergie de liaison faible,
inférieure a -20 kJ.mol ™.

L’adsorption physique conserve 1’identité aux molécules adsorbées. On distingue ici
trois types de liaisons : les liaisons de Van der Waals, les liaisons polaires et les liaisons
hydrogene. Cependant, dans ce mode d'adsorption les ions ne sont pas en contact physique
direct avec le métal, mais ils sont séparés par une couche de molécules d'eau. En milieu acide
chlorhydrique, I'adsorption des inhibiteurs cationiques se fait d'une maniere coopérative ou
concurrentielle avec les ions chlorures. Pour 'adsorption coopérative, les molécules organiques
chargées sont adsorbées sur la surface du métal recouverte par un film d'ions C1~ d¢ja adsorbés.
Dans l'autre cas, le composé organique déplace les molécules d'eau adsorbées et les remplace

avec les ions halogéne.
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En outre, la physisorption est un processus relativement rapide, indépendante de la

température et caractérisée par une faible énergie d'adsorption (Moretti ef al., 2013).

1.5.2 L'adsorption chimique (chimisorption)

La chimisorption est un phénoméne irréversible et spécifique pour chaque métal,
dépendant de la température et caractérisée par une grande énergie d'activation (Benmessaoud
Left et al, 2013). Les especes adsorbées entrent en contact direct avec la surface métallique
par formation des liaisons chimiques fortes. La liaison chimique fait intervenir un transfert ou
un partage d'électrons entre les molécules d'inhibiteur (grace a un centre actif comme les atomes
0O, N, S, P) et les orbitales "d" vacantes de la surface du métal. Par son doublet €lectronique
libre, ce centre actif de la molécule se comporte comme un donneur d’électrons vis-a-vis d’un
atome métallique de la surface. Ceci permet de former des liaisons covalentes ou des liaisons
de coordination. La densité électronique autour du centre qui peut contribuer a renforcer 1’effet
donneur d’électrons de ce centre actif, et donc renforcée la liaison de covalence entre atome

donneur et atome métallique (Darriet et al., 2013 ; Hossain et al., 2020).

» Isotherme de Langmuir

Pour identifier le type d’adsorption correspondant a notre étude, différents types
d’isotherme ont été testés, le plus répandu, est I’isotherme de Langmuir, qui est généralement
considéré pour représenter des phénomenes d’adsorption en phase aqueuse impliqués dans les
processus de I’inhibition. Son utilisation suppose que la surface solide contient un nombre
déterminé de sites d’adsorption et que chaque site ne peut accueillir qu'une seule espece
adsorbée. De plus, ce modele néglige toutes les interactions entre les particules adsorbées
(Dieter, 1993). L'équation de Langmuir est valable pour une adsorption en monocouche sur
une surface avec un nombre fini de site identique. La vitesse d’adsorption est proportionnelle
a la concentration en inhibiteur C;u; et a la fraction de sites d’adsorption non occupée (1-0),
sachant que 0 représente la fraction de sites occupés par I’inhibiteur (0 <0 < 1) (Meshko et al.,
2001). Le taux de recouvrement de la surface du métal est reli¢ a la concentration de I’inhibiteur

par la relation (1.8).

0
—=KC_C,
1_9 inh (1°8)
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Cette équation indique que les constantes de vitesse chimique des réactions de transfert de
charge anodique et cathodique ne dépendent pas du taux de recouvrement 0, et aussi qu’il n’y

a pas d’interactions entre les especes adsorbées a la surface.
C. 1
ho_
v = TG (1.9)

Ou Cinn est la concentration de I’inhibiteur et Kags est la constante d’équilibre d’adsorption-
désorption obtenue par la régression linéaire de 1’isotherme de Langmuir (Haque et al., 2020).
La constante d’équilibre d’adsorption (Kags) peut étre reliée a 1’énergie libre d’adsorption

standard (AGags) a I’équilibre par 1’équation (1.10) :

K, =] exp[_AGadsj (1.10)
Crro RT

Dans cette équation, R est la constante universelle des gaz (KJ. mol™!. K!), T est la
température (K) et Cmo est la concentration molaire de 1’eau. Il faut noter que 1’unité de
concentration des molécules d’eau doit étre similaire a celle de ’inhibition (I’unité de g. L™!
avec une valeur d’environ 10%).

Une ligne droite a été obtenue lorsque nous avons tracé Cinn/ 0 en fonction de Cinn
suggérant que 1’adsorption des inhibiteurs sur la surface du métal suit I’isotherme d’adsorption
de Langmuir. A partir de I’interception de la droite sur I’axe Cinn /8, on peut calculer la valeur
de Kadgs, qui sont liés a 1’énergie libre standard d’adsorption. L’énergie d’adsorption libre

standard (AGags) est calculée a 1’aide de 1’équation (1.11) :

AGY, =—RT In(C,, %K, ) (L.11)

Le fait que I’énergie d’adsorption libre standard est négative implique que I’inhibiteur s’adsorbe

spontanément sur la surface métallique (Pandarinathan et al., 2001).
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1.6 Conclusion

Les plantes sahariennes ont ¢té largement étudiées, en raison de leur importance
économique et ses propriétés thérapeutiques. En effet, soumises a des insuffisances hydriques
et un stress oxydatif, ces plantes sont susceptibles d’accumuler des molécules particulieres qui
pourraient étre intéressantes du point de vue activité biologique. Dans ce sens, il faut noter que
plusieurs d’entre elles, sont utilisées en médecine traditionnelle notamment Hammada
articulata de la famille Amaranthaceae qui est largement utilisée en médecine traditionnelle en
Algérie et dans certains pays d’Afrique, raison pour laquelle nous 1’avons sélectionnée dans le

cadre de ce programme de recherche.

Les inhibiteurs organiques et inorganiques sont couramment utilisés pour protéger les
métaux contre la corrosion. Cependant, ces inhibiteurs sont souvent colteux, non
biodégradables et nocifs a la fois pour I'environnement et pour I'homme. Les huiles et les
extraits de plantes sont devenus une source d’inhibiteurs, écologiques qui garantissent une
efficacité ¢levée a un prix moins cher. Ils contiennent une grande variété de composés
organiques qui peuvent étre facilement adsorbés sur la surface métallique, formant des films
protecteurs. Ce chapitre donne un apergu sur 1’utilisation des huiles et des extraits de plantes

comme inhibiteur de corrosion de 1’acier en milieu acide.
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2.1 Introduction

Le processus général de caractérisation des molécules a partir d’extraits de plantes fait
intervenir deux étapes, le fractionnement et I’identification des composés d’intérét. Le
fractionnement, qui a pour but de simplifier un extrait brut en séparant les molécules en fonction
de leurs propriétés physico-chimiques, est I’'une des étapes clés de ce processus car elle va
permettre de réduire la complexité de la matrice de départ et donc faciliter 1’identification des

molécules.

De nombreuses études ont révélé que les parties aériennes des espéces du genre
Hammada sont riches en plusieurs constituants dont la teneur varie selon la variabilité des
conditions géographiques, climatiques, de séchage, de stockage et des méthodes d’extraction et

de détection (Ashraf et al., 2013).

Ce chapitre donne un exposé succinct de I’ensemble des techniques d’études chimiques
qui permettent d’extraire et d’identifier les espéces phytochimiques présentes dans les
différentes phases organiques issues de la partie aérienne de la plante Hammada articulata y

compris I’huile.

2.2 Techniques expérimentales

2.2.1 Critéres de choix de notre matériel végétal

Cette plante appartient au genre Hammada souvent utilisée en médecine traditionnelle
comme remedes populaires pour le traitement de diabete, les maladies liées aux problemes des
articulations, des troubles de la vision et diverses Iésions cutanées. Elle a également été utilisée
pour traiter le cancer au premier stade, des hépatites ainsi pour le traitement des inflammations,
et de ’hypertension (Kouider et al., 2019; Kadham, 2008 ; Lamchouri ez al., 2012). Les
plantes de ce genre ont suscité un grand intérét en phytochimie depuis de nombreuses années,
ces études ont montré l'accumulation de divers métabolites secondaires, en particulier les
flavonoides, les alcaloides et les terpenes (Ben Salah et al., 2002 ; EI-Shazly and Wink, 2003 ;
Chao et al., 2013). C’est pour ces raisons que nous avons sélectionné 1’espece Hammada
articulata. Ce choix a été guidé principalement par I'endémisme de cette plante au Sahara
septentrional. En effet, compte tenu des conditions difficiles auxquelles sont soumises les
plantes sahariennes (insuffisance hydrique et stress oxydatif), elles sont susceptibles
d'accumuler des métabolites secondaires spécifiques pour survivre, s'adapter et se développer

(Boucherit ez al., 2018).
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2.2.2 Description botanique

Hammada articulata (Figure 2.1) est un petit arbuste épineux a base ligneuse formant
de petits buissons vert sombre, de 30 a 60 centimetres de hauteur. C’est une plante rameaux
articulés plus ou moins flexueux quand ils sont jeunes et noircissant en séchant articulés, entre-
nceuds plus ou moins allongés (0,8-3 centimétres). Les fleurs et les graines sont trés petites,
comme chez toutes les Amaranthaceae ; elles sont entourées par le calice dont les sépales sont
prolongés par des ailes translucides (Quezel and Santa, 1963). Elle pousse surtout dans les
zones désertiques et semi-désertiques dans des sols contenant beaucoup de sel. C’est une plante
qui se trouve dans les régions arides et semi-arides de 1I’Algérie, et d’autres régions de la

méditerranée, et aussi au proche orient.

Figure 2.1 : L’espece Hammada articulata

Un spécimen de notre plante a été déposé au niveau de I'herbier de 1'unité de recherche

VARENBIOMOL, Université Fréres Mentouri, Constantine.

2.2.3 Présentation de la zone d’étude

La plante Hammada articulata a été récoltée en période de la floraison en octobre 2012
de la région de Touggourt dans le Nord-Est du Sahara algérien. Touggourt est une région
désertique avec une superficie totale de 1498,75 Km?. Le climat de Touggourt est subtropical

désertique, avec des hivers doux et des étés tres chauds et ensoleillés.

Parmi les familles qui poussent dans cette région, celle des Amaranthaceae avec 09
especes soit 18,36% de I’effectif total des espéces présentes dans la région de Touggourt

(Ozenda, 1991).
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Figure 2.2 : Carte géographique représentative de la région de Touggourt

2.2.4 Macération et extraction

Apres séchage dans un endroit sec et aéré a I’abri de la lumiere et du soleil, 1200 g de
la partie aérienne de la plante séche sont coupés en petits morceaux, et mises a macérer dans un
mélange hydro-alcoolique (EtOH /eau ; 80/20 ; v/v) a température ambiante, a 1’abri de la
lumiére pendant 72 heures. Cette macération est répétée 3 fois avec renouvellement du solvant.
Apres une filtration, le filtrat a été soumis a une évaporation a pression réduite a 1’aide d’un

rotavapeur a 37°C.

L’extrait brut obtenu, est additionné de 480 ml d’eau distillée sous agitation magnétique
a température ambiante et laissé reposer pendant une nuit pour faire précipiter un maximum de
chlorophylles et de cires. Apres filtration la solution obtenue est soumise a des extractions
successives en utilisant des solvants de polarité croissante en commencant par 1’éther de pétrole,

puis le chloroforme, apres 1’acétate d’éthyle et enfin le n-butanol.

Les trois phases organiques ainsi obtenues (CHCl3, AcOEt, n-BuOH) sont séchées par
le sulfate de sodium anhydre (Na>SOs4), filtrées puis concentrées a sec sous pression réduite.
Chaque résidu obtenu est pesé, reconstitué dans le méthanol puis conservé au frais a 4°C. Le

protocole d’extraction est résumé dans la figure 2.3.
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Figure 2.3 : Organigramme récapitulatif des étapes d’extraction des parties aériennes de

I’espece H. articulata
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2.2.5 Obtention des huiles essentielles

Les parties aériennes de la plante H. articulata (250 g) sont soumises a la technique de
I’entrainement a la vapeur d’eau pendant une durée de 3 heures, en utilisant un appareil de type
Clevenger.

La maticre végétale n'est pas en contact direct avec I'eau, mais elle est traversée par un
courant de vapeur d'eau. Dans notre cas, nous avons introduit 250 g de la plante séche sur une
grille perforée en dessus de la base de 1'alambic. La vapeur d’eau permet I’éclatement de la
matiere végétale et la libération des molécules odorantes contenues dans les cellules végétales.
Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau un mélange azéotropique qui se
condense dans le serpentin du réfrigérant avant d’étre récupérée dans un autre récipient.

L’huile essentielle obtenue de couleur jaune et a odeur treés agréable, est séchée par le
sulfate de sodium anhydre, filtrée puis conservée a 4 °C jusqu’a son analyse. Le rendement de
I'huile a été calculé en fonction du poids sec de la plante. L’analyse de la composition de 1’huile
essentielle de I’espéce a été effectuée au laboratoire de Chimie des Hétérocycles et Glucides,
Ecole Nationale Supérieure de Chimie, de Clermont-Ferrand France.

2.2.6 Détermination de la composition chimique des HEs par Chromatographie en phase
gazeuse
% Analyse par CPG/FID

L’analyse chromatographique de I’huile essentielle a été effectuée a 1’aide d’un
chromatographe en phase gazeuse de type Agilent Modele 6890, couplé a un détecteur a
ionisation de flamme (FID). La colonne utilisée est une colonne capillaire HP-SMS en silice
fondue (5% diphenyl-95% dimethyl-polysiloxane) (25 m x 0,25 mm, 0,25 pm épaisseur de
film). La température de la colonne est programmée de 50°C (5 min) a 300°C, et 5°C/min, puis
5 min apres l'exécution a 300°C. Le gaz vecteur est I’hélium (He) dont le débit est fixé a 1.0
ml/min. L'injection se fait par le mode split avec un rapport de division de 1/60. Les
températures de l'injecteur et du détecteur étaient de 280 et 250°C, respectivement.

L’¢échantillon de I’huile essentielle a été¢ dilué dans de l'acétone (3,5 %; v/v).

¢ Analyse par CPG/SM
La chromatographie gazeuse couplée a spectrométrie de masse (CPG/SM) de I’huile
essentielle a été réalisée par un chromatographe en phase gazeuse Agilent Modéle 7890, couplé
a un spectrometre de masse modele Agilent MS 5975, équipé d'une colonne HP-5MS (25 m x

0,2 mm, épaisseur du film de 0,25 pum).
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L'hélium a été utilisé comme gaz vecteur (débit moyen de 1 ml/min). La température du
four était programmée avec les mémes conditions que pour la CPG/FID. Le SM en mode impact
¢lectronique a 70 eV ; multiplicateur d'¢lectrons, 2200V, la source d’ions et le quadripole du
SM ¢étaient a 230 et 180 °C, respectivement. Les données des spectres de masse ont été acquises

dans le mode de balayage de gamme de 33 a 450 m/z.

¢ Identification des composants
Les constituants de 1’huile essentielle ont été identifiés par comparaison de leurs indices
de rétention avec ceux de la littérature, déterminés par rapport a une série homologue de n-
alcanes (Cs-Coo) injectés dans les mémes conditions que celles de I’huile testée. En outre
l'identification a été faite par comparaison de leurs spectres de masse avec ceux stockés dans la
bibliotheque NIST ou avec les spectres de masse de la littérature (Adams, 2007). Les
pourcentages relatifs des composés ont été calculés par la méthode de normalisation des aires

sans utiliser les facteurs de correction.

2.2.7 Screening phytochimique

Le screening phytochimique a été effectué¢ sur I’extrait brut et les différents extraits
organiques (chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol) de ’espece H. articulata. 11 permet de
détecter la présence ou 1’absence des familles chimiques dans la plante étudiée. C’est un test
qualitatif basé sur des réactions de coloration et/ou de précipitation ainsi qu’a des examens sous
lumicre ultraviolette (Harborne, 1980). D’autre part et en fonction des moyens disponibles
nous avons procédé a la recherche des flavonoides, alcaloides, saponines, terpénoides stérols et
stéroides, polyphénols, coumarines, tanins, quinones et anthocyanes dans 1’extrait brut et les
trois phases organiques obtenues a partir de la partie aérienne de Hammada articulata.
2.2.7.1 Mise en évidence des flavonoides et flavones

Dans des tubes a essai, quelques milligrammes d’extraits de différentes phases ont été
solubilisés dans de 1'eau distillée. Apres addition de 2 ml d’une solution de NaOH (10%). une
couleur jaune intense s'est formée, qui est devenue incolore lorsqu'on ajoute 2 gouttes d'acide
dilué (5 N) a la solution, ce résultat indique la présence des flavonoides (Trease and Evans,
2002 ; Siddiqui et al., 2009).
2.2.7.2 Mise en évidence des alcaloides

Quelques milligrammes de différents extraits ont été mis en solution avec quelques
millilitres d'acide sulfurique (10%) apres 24 heures, le réactif de Dragendorft (Solution iodo-

bismuthate de potassium) a été ajouté.
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L'apparition d'un précipité orange a rouge indique la présence d'alcaloides (Siddiqui et
al., 2009 ; Adegoke et al., 2010).
2.2.7.3 Mise en évidence des saponines

Quelques milligrammes de chaque extrait ont été solubilisés dans de I'eau distillée dans
des tubes a essai et soumis a une agitation pendant quelques minutes. L’apparition d’une
mousse persistante indique la présence de saponines (Trease and Evans, 2002 ; Siddiqui et
al., 2009 ; Adegoke et al., 2010).
2.2.7.4 Mise en évidence des tanins

Quelques milligrammes de chaque extrait ont été solubilisés dans des tubes contenant
de l'eau distillée. Pour détecter la présence ou l'absence des tannins, le trichlorure ferrique
(FeCls a 2 %) a été ajouté. L apparition d’une couleur vert bleu foncé indique la présence des
tanins galliques et la couleur bleu verdatre indique la présence des tanins catéchiques (Boxi et
al., 2010).
2.2.7.5 Mise en évidence des polyphénols

Pour mettre en évidence les polyphénols, une réaction avec le chlorure ferrique a été
utilisée. En effet, 2 ml de chaque solution d'extrait, nous avons ajouté une solution de FeCl3 a
1%. Le chlorure ferrique provoque en présence de dérivés phénoliques 1'apparition de couleur
bleu noiratre ou verte plus ou moins foncée. Le contrdle est effectué avec la solution alcoolique
d'acide gallique (Koffi et al., 2015).
2.2.7.6 Mise en évidence des terpénoides (test de Salkowski)

Cing millilitres de chaque extrait ont ét¢ mélangés avec 2 ml de chloroforme, apres 3
ml d’acide sulfurique concentré ont €té soigneusement ajoutés pour former une couche. Une
coloration brune rougeatre a l'interface s'est formée pour montrer des résultats positifs pour la
présence de terpénoides (Ayoola et al., 2008).
2.2.7.7 Mise en évidence des diterpénes

Quelques milligrammes de chaque extrait ont ét¢ dissous dans de I'eau distillée et traités
avec 3 a 4 gouttes d'une solution d'acétate de cuivre. La formation d’une couleur verte émeraude
indique la présence de diterpeénes (Harborne, 1998).
2.2.7.8 Mise en évidence des stéroides

Les stérols et les stéroides ont été recherchés par la réaction de Liebermann. Cing
millilitres de chacun des quatre extraits ont été dissout dans le chloroforme, aprés 1 ml
d’anhydride acétique a été ajouté au mélange suivi par 0,5 ml d’acide sulfurique concentré.
L’apparition d’un anneau pourpre ou violet, virant au bleu avec une fluorescence verte, a

indiqué une réaction positive.
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2.2.7.9 Mise en évidence des anthocyanes

Environ 2 ml de chaque extrait ont été ajoutés a 2 ml d’acide chlorhydrique dilué (2N)
et d'ammoniac. L'apparition d'une coloration rose rouge virant au bleu violet indique la présence
d'anthocyane (Jaradat et al., 2015).
2.2.7.10 Mise en évidence des coumarines

Environ 3 ml d’une solution d’hydroxyde de sodium (NaOH a 10 %) ont été ajoutés a 2
ml d'extraits végétaux. La formation d'une couleur jaune est une indication de la présence de
coumarines (Trease and Evans, 2002).
2.2.7.11 Mise en évidence de l'acide carboxylique

Un millilitre des différents extraits ont été traités séparément avec quelques millilitres
de solution de bicarbonate de sodium. L'effervescence (due a la libération de dioxyde de

carbone) indique la présence d'acide carboxylique (Ayoola et al., 2008).

Tableau 2.1 : Tableau récapitulatif des groupes chimiques, réactions d’identification et
méthode de détection

Métabolites Réactifs d’identification Réaction positive
Flavonoides NaOH (10%) Coloration jaune
Flavones H>SO4 (5N) Coloration rouge-orange
Terpénoides CHCI; + H2SO4 cone Précipité brun
Tannins FeCl3 (2%) Coloration bleue-verdatre
Saponines Agitation Formation d’une mousse persistante
Polyphénols FeCls (1%) Coloration bleue-verdatre
Diterpenes Acétate de cuivre Coloration verte
Alcaloides Réactif de dragendorff Précipité rouge-orangé
Stérols et stéroides CHCI; + H2SO4 conc Coloration rouge (surface) +
fluorescence jaune verdatre
Anthraquinones Réactif de borntrager Coloration rose
Acide carboxylique Sodium bicarbonate Effervescence
Coumarines NaOH (10%) Coloration jaune
Quionones Réactif de Borntriger Coloration rouge au violet

2.2.7.12 Mise en évidence des quinones

Pour mettre en évidence les substances quinones libres ou combinées, nous avons utilisé
le réactif de Borntrager. En effet, quelques milligrammes de chacun des extraits ont été dissous
dans 5 ml d'acide chlorhydrique 1/5. Le mélange est ensuite chauffé au bain-marie pendant 30

min. Apres refroidissement, on extrait par 20 ml de chloroforme.
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Puis 0,5 ml de 'ammoniac dilué ont été ajoutés a la solution de chloroforme. L’apparition d’une

couleur rouge ou violette est le signe de la présence de quinones (Koffi et al., 2015).

2.2.8 Dosage des polyphénols totaux

La teneur totale en polyphénols des extraits organiques (CHCl3, AcOEt et n-BuOH) de
I’espece Hammada articulata a été déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu. Le protocole
utilisé est basé sur celui décrit par Ainsworth and Gillespie ( 2007) en y apportant quelques
modifications. Un volume de 500 ul de chaque extrait est mélangé avec 2 ml du réactif de Folin-
Ciocalteu fraichement préparé (10 fois dilu¢) et 4 ml de carbonate de sodium (Na>COs) a 7,5%.
L’ensemble est incubé a température ambiante pendant 30 minutes. La lecture est effectuée
contre un blanc a I’aide d’un spectrophotométre a 760 nm. Des concentrations croissantes
d'acide gallique (5-500 pg/ml) ont été utilisées pour obtenir une courbe standard. Les résultats
sont exprimés en milligramme d’équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg

EAG/g d’extrait sec).

2.2.9 Dosage des flavonoides totaux

La teneur totale en flavonoides des extraits a été¢ déterminée en utilisant la méthode
colorimétrique au trichlorure d’aluminium (Shraim ez al., 2021). Cette méthode est basée sur
la formation d'un complexe flavonoide-aluminium qui a un maximum d’absorption a 415 nm.

Le protocole utilis€ est basé sur celui décrit par (Chang et al., 2002), avec quelques
modifications. Tous les extraits organiques ont été préparés dans le méthanol avec une
concentration de 250 pg/ml. Ensuite, 1 ml de chaque solution a été mélange avec 200 pl d’une
solution aqueuse de trichlorure d'aluminium (10%) et 200 pl d’une solution aqueuse de l'acétate
de potassium (1 M). L'absorption a été¢ mesurée a 415 nm. Apres, un volume de 5 ml d'eau
distillée a été¢ mélangé avec le mélange réactionnel. Ensuite, la solution a ensuite été incubée
pendant 30 min a température ambiante. La quercétine a été utilisée et mesurée dans les mémes
conditions précédentes. Les résultats ont été exprimés en milligrammes d’équivalents de

quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g d’extrait sec).

2.2.10 Séparation par chromatographie en phase liquide

Pour I’ensemble des extraits testés, nous avons débuté le traitement par une
chromatographie sur couche mince, la comparaison des profils CCM en phase normale des
extraits organiques obtenus précédemment dans différents systémes d’¢élution, ont montré la
richesse des extraits acétate d’éthyle et n-butanol en métabolites secondaires de type

flavonoides.
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2.2.10.1 Fractionnement de 1'extrait chloroforme de H. articulata

La meilleure séparation obtenue était avec le systéme de solvants : Hexane/acétate
d’¢éthyle (7:3). Une masse d’environ 5 g de I’extrait au chloroforme a ét¢ déposée sur une
colonne de gel de silice (type 60, 230-400 mesh, Merck) préparée dans de 1’hexane. L’¢lution
est réalisée par un gradient de polarité croissante du systéme hexane/acétate d’éthyle avec un
fractionnement tous les 50 ml. Le suivi de ces fractions est effectué par chromatographie sur
couche mince. Les plaques sont visualisées sous lumieére UV (254 et 365 nm), les spots sont
délimités, ensuite les plaques sont révélées avec de 1’anisaldéhyde et chauffées pendant 3 mn a

100°C. La progression de cette colonne est rassemblée dans le tableau 2.2.

Tableau 2.2 : Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de 1’extrait
chloroforme de H. articulata

Systéme d’élution Lots N° de la  Poids
(%) Fraction (mg)
Hexane AcOEt
100 0 1-17 Fri 0,6
99 1 18-26 Fr2 13,8
98 2 27-35 Fr3 58,1
97 3 36-41 Frs 50,8
94 6 42-45 Frs 54,3
92 8 46-49 Fre 85,7
90 10 50-57 Fr7 25,5
88 12 58-61 Frg 21,7
87 13 62-64 Fro 37,4
85 15 65-72 Frio 68,9
83 17 73-80 Fri 39,2
80 20 81-82 Fri2 55,4
78 22 83-87 Fri3 66,2
75 25 88-91 Fri4 73
73 27 92-103 Fris 37,1
70 30 104 Frie 45,6
67 33 105-114 Fri7 71,9
65 35 115-121 Frig 46,6
63 37 122-129 Fri9 189.4
60 40 130-139 Frao 2853
55 45 140-145 Fro 79,8
50 50 146-151 Fr2 85,3
45 55 152-160 Fro3 93,3
40 60 161-167 Fro4 36,1
30 70 168-169 Fros 28
20 80 170-171 Fra6 55,1
10 90 172-177 Fry7 48,8
0 100 178-180 Frog 96,6
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2.2.10.2 Fractionnement de I'extrait acétate d'éthyle de H. articulata

Une masse d'environ 4 g de l'extrait acétate d'éthyle est déposée sur une colonne de gel
de silice préparée dans le dichlorométhane. L'élution est réalisée par le systéme
dichlorométhane/acétone/méthanol, en commencant par le dichlorométhane pur et en
augmentant la polarité par 1'addition progressive d'acétone puis on terminera par le méthanol,
avec un fractionnement tous les 50 ml. Le suivi de la composition des fractions a été effectué
par chromatographie sur couche mince de gel de silice sur support aluminium. Les plaques sont
visualisées sous lumiere UV (254 et 365 nm), puis révélées avec I'anisaldéhyde et chauffées a

100°C pendant 3 mn. Les pots de méme composition sont rassemblés donnant 28 fractions

(Tableau 2.3).

Tableau 2.3 : Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de I’extrait
acétate d’éthyle de I’espece H. articulata

Systéme d’élution (%) Lots N° de la Poids
CH:Cl;_Me:CO_ MeOH Fraction — (mg)
100 0 0 1-10 Fri 2,9
97 3 0 11-17 Fr; 1,2
96 4 0 18-20 Fr3 0,8
94 6 0 21-25 Fry 10,2
92 8 0 26-32 Frs 3,4
90 10 0 33-38 Fre 33,2
85 15 0 39-43 Fr7 1,9
80 20 0 44-52 Frg 21,9
75 25 0 53-62 Fr9 14,8
70 30 0 63-69 Frio 23,2
65 35 0 70-73 Fri 13,4
60 40 0 74-78 Fri2 83,2
55 45 0 79-82 Fris 41,2
50 50 0 83-89 Fri4 12,9
50 50 0 90-99 Fris 31,2
50 50 0 100-105 Frie 70
50 50 0 106-111 Fri7 10,2
50 50 0 112-119 Frig 13,2
40 60 0 120-125 Fri9 23,2
30 70 0 126-133 Fra0 12,9
20 80 0 134-139 Fra 11,1
10 90 0 140-142 Fr2 7,8
0 100 0 143-150 Fr23 12,2
0 80 20 151-162 Fr4 22,4
0 60 40 163-170 Fr2s 1,3
0 40 60 171-179 Fra6 27,8
0 20 80 180-189 Fr27 40,2
0 0 100 190-199 Frag 13,4
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2.2.10.3 Fractionnement de 1'extrait n-butanol de H. articulata

Le fractionnement chromatographique de 5 g de I’extrait n-BuOH de Hammada
articulata a permis de récupérer 25 fractions de masse allant de 3,9 mg a 131 mg. L'élution est
réalisée par le systéme dichlorométhane/méthanol, en commengant par le dichlorométhane pur
et en augmentant la polarité¢ par 1'addition progressive du méthanol, avec un fractionnement
tous les 100 ml (Tableau 2.4). Le suivi de la composition des fractions a été effectué par
chromatographie sur couche mince de gel de silice sur support aluminium. Les plaques sont
visualisées sous lumiere UV (254 et 365 nm), puis révélées avec I'anisaldéhyde et chauffées a

100°C pendant 3 mn.

Tableau 2.4 : Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de I’extrait -
butanol de I’espece H. articulata

Systéme d’élution N° de la Poids
(%) Lots Fraction (mg)
CH2Cl: MeOH
100 0 1-9 Fr 3.9
97 3 10-15 Fry 21,2
96 4 16-19 Fr3 16,8
94 6 20-222 Fr4 13,2
92 8 23-25 Frs 23,4
90 10 26-28 Fre 33,2
85 15 29-31 Fr7 11,9
80 20 32-34 Frg 22
75 25 35-37 Fro 24,8
70 30 38-40 Frio 43,2
65 35 41-43 Fri 38,4
60 40 44-46 Friz 13,2
55 45 47-49 Fri3 131
50 50 50-52 Fri4 13
50 50 53-55 Fris 95,3
50 50 56-68 Frie 25,5
50 50 69-71 Fr17 10,2
50 50 72-84 Fris 43,4
50 50 85-94 Fri9 13,2
40 60 95-101 Frao 23,2
30 70 102-107 Fra 42,9
20 80 108-113 Fra2» 21,1
10 90 114-120 Fra3 73,8
0 100 121-125 Fra4 22,2
0 100 126-130 Frs 32,4
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2.2.12 Analyse des composés phénoliques par HPLC-DAD

La fraction Fcao de I’extrait chloroforme de masse 285,3 mg est éluée avec 60%
d’hexane et 40% d’acétate d’éthyle soit un rendement de 5,7%. La fraction Fai2 de ’extrait
AcOEt est de masse 83,2 mg ¢luée avec le mélange CH»Cl2/AcOEt 60/40 soit un rendement de
2,08%, la fraction Fais du méme extrait est de masse 70 mg éluée avec le mélange
CH>Cl2/Me>CO 50/50 soit un rendement de 1,75%. En ce qui concerne 1’extrait n-butanol, la
fraction Fgi3 de masse 131 mg ¢éluée avec le systéme CH>Clo/MeOH ; 55/45 soit un rendement
de 2,62%, la fraction Fgis du méme extrait est de masse 95,3 mg ¢luée avec le mélange
CH>Cl,/MeOH 50/50 soit un rendement de 1,91%.

Les cinq fractions citées précédemment sont destinées au dosage des composés
phénoliques par HPLC/DAD en utilisant des étalons standards (Figure 2.4). Elles ont été

choisies en raison de leur abondance et de la simplicité de leur composition chimique.

Hammada articulata (partie aérienne)

b %

E

Macération ECOH/H20
(80/20)

Figure 2.4 : Schéma d'extraction et de fractionnement sur colonne-des extraits CHCls, AcOEt
et n-BuOH de H. articulata mettant en évidence les fractions destinées a 1’analyse par HPLC-

DAD
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Les fractions ont été solubilisées a raison de 10 mg/ml dans un solvant adéquat : le
chloroforme pour la fraction chloroformique et le méthanol pour les fractions polaires (AcOEt
et n-BuOH). Aprées filtration a travers des disques Millipore a 0,46 um, les solutions ont été
injectées dans le systéme chromatographique Hewlett-Packard couplé avec un détecteur a
barrette diode (1100), dont les paramétres expérimentaux étaient les suivants :

+ Colonne : Zobrax C18 (150 x 4,6 mm di, 3,5 um)
# Phase mobile : constituée par deux solutions (A) et (B) avec les gradients suivants :

(A) MeOH-AcOH-H>0 (10/2/88 ; (v/v/v)) — 100 % a 0 min, 85 % pdt 5 min,

50 % pdt 20 min, 30 % a 25 min

(B) MeOH-AcOH-H20 (90/2/8; (v/v/v)) — 100 % pdt 10 min.
Volume injecté : 20 pl
Débit 0,9 ml/min

Température de la colonne : 25°C

-+ ¥+ ¥

Détection : détecteur a barrettes de diodes (full scan 190-390 nm). L’analyse des traces

a été réalisée a 210 nm, 254 nm, 280 nm et 366 nm.

Le protocole utilisé pour I’analyse chromatographique de ces fractions est déja validé et utilis¢

pour I’analyse des fractions dont la composition est assez simple (zeb, 2015).

2.3 Résultats et discussion
2.3.1 Screening phytochimique

L’extrait n-butanol est plus abondant avec un pourcentage de 3% suivi par les extraits
chloroforme et acétate d’éthyle qui représentent respectivement en moyenne 0,6% du poids sec

des feuilles (Tableau 2.5).

Tableau 2.5 : Rendements des extraits de Hammada articulata par rapport au poids sec de la
maticre végétale

Extrait Couleur Masse (g) Rendement (%)
Ether de pétrole Vert foncé 16,50 1,37
Chloroforme Vert 7,74 0,64
Acétate d’éthyle Marron jaune 7,22 0,60
n-butanol Couleur du miel 36,20 3,02

Les résultats de I’évaluation préliminaire de la composition chimique de différents

extraits de Hammada articulata sont reportés dans le tableau 2.6.
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Les données obtenues par le screening phytochimique ont montré que les flavonoides et
les polyphénols sont plus abondants dans I’extrait brut et les extraits acétate d’éthyle et n-

butanol.

Les saponines ¢taient plus abondantes dans I’extrait brut et 1’extrait n-butanol et
moyennement abondantes dans 1’extrait AcOEt, alors que dans I’extrait CHCl3 les saponines

ont été totalement absentes.

L’extrait AcOEt est riche en tanins catéchiques, alors que I’extrait n-BuOH se
caractérise par sa richesse en tanins galliques.

L’extrait brut et I’extrait CHCl3 de ’espéce Hammada articulata sont fortement riches
en alcaloides. L’absence des quinones dans les quatre extraits de notre espéce est confirmée par

le test de Borntréger.

Ces résultats sont en accord avec les travaux réalisés sur la composition phytochimique
de la famille des Amaranthaceae. Les especes du genre Hammada contiennent beaucoup de
composés bioactifs tels que des flavonoides, des polyphénols les saponines et des alcaloides

(Zerriouh et al., 2014 ; Alsaadi, 2018 ; Nounah et al., 2019).

Tableau 2.6 : Résultats de la caractérisation des groupes chimiques dans les extraits de
I’espece Hammada articulata

Meétabolites Extrait Extrait Extrait Extrait
brut CHCIs AcOEt n-BuOH
Flavonoides +++ + +H+ +++
Flavones ++ + ++ ++
Terpénoides +++ — ++ ++
Tannins +++ - ++ ++
(cathéchique et gallique)
Saponines +++ - ++ ++
Polyphénols +++ — +++ ++
Diterpénes + + - —
Alcaloides ++ +++ _ _
Stérols et stéroides ++ — + +
Anthraquinones + — - —
Acide Carboxylique + + - -
Coumarines + — + +
Quinones — — — _
Précipité ou coloration : présent : + ; absent : — ; trés abondants : + + + ; moyennement abondants : + +.
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2.3.2 Teneur en polyphénols et flavonoides totaux

Les analyses quantitatives en composés phénoliques et flavonoides totaux ont été
évaluées a ’aide des courbes d'étalonnage réalisées par des standards étalons (I’acide gallique
et la quercétine) a différentes concentrations dans les mémes conditions que les extraits

chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol de 1’espece Hammada articulata.

Les teneurs en polyphénols et flavonoides ont été exprimées par milligramme
d’équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g d’extrait), et de quercétine

(mg EQ/g d’extrait) respectivement, et ont ¢té déterminées par les équations de régression

linéaire (Figure 2.5).
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Figure 2.5 : Courbes d'é¢talonnage de l'acide gallique (a) et de la quercétine (b)

Les résultats présentés dans le tableau 2.7 montrent que les teneurs en composés
phénoliques et en flavonoides totaux varient considérablement entre les différents extraits.
Par exemple, I’extrait acétate d’éthyle renferme des taux trés élevés en polyphénols et
flavonoides, ils sont respectivement de 343,6 = 0.08 mg EAG/get 57,9 + 0,43 mg EQ/g d’extrait

sec, suivi par 1’extrait n-butanol qui renferme des taux élevés en polyphénols et flavonoides

totaux de I’ordre de 226,3 + 0,06 mg EAG/g et 90,3 = 0,21 mg EQ/g.

Tandis que les plus basses quantités en polyphénols et flavonoides totaux ont été
retrouvées dans 1’extrait chloroforme : (70,9 + 0,12 mg EAG/g d’extrait et de 12,4 + 0,32 mg

EQ/g d’extrait, respectivement).

66 | Page



Chapitre 2 Extraction, fractionnement et criblage phytochimique

Tableau 2.7 : Teneur en polyphénols et flavonoides totaux des extraits de
H. articulata

Extrait Teneur en polyphénols totaux Teneur en flavonoides
mg EAG/g mg EQ/g
CHCIs 70,9 £ 0,12 12,4 +£0,32
AcOEt 343,6 +£ 0,08 57,9+ 0,43
n-BuOH 226,3 £ 0,06 90,3 +0,21

Les valeurs sont la moyenne de trois essais + SD ; n=3.

Ces résultats montrent une bonne corrélation entre la composition phytochimique et les
teneurs en polyphénols et flavonoides totaux pour 1’espece H. articulata. Les teneurs en
polyphénols et en flavonoides déterminées par la présente étude sont nettement supérieures
avec celles rapportées par des études antérieures réalisées sur la méme espece (Chaouche et
al., 2014 ; Belhadj-Tahar et al., 2015 ; Tamma et al., 2017 ; Nounah et al., 2019 ; Haida et
al., 2020).

En effet, la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides totaux différe d’une espéce
végétale a 1’autre, varie entre les différents organes d’une méme plante (graines, feuilles,
fleurs...). Cette variabilit¢ est due probablement aux conditions climatiques et au stress
oxydatifs qu’elle subit pour résister et survivre dans ces strictes conditions (Harborne and

Williams, 2000 ; Bruneton, 2009).

2.3.3 Identification des composés phénoliques par HPLC-DAD

L’identification des composés phénoliques contenus dans les fractions des extraits
organiques de la plante H. articulata par séparation chromatographique a été réalisée par
comparaison des temps de rétentions des pics obtenus avec ceux des étalons standards. Ces
données appuyées par la littérature meénent a 1’identification de 14 composés phénoliques
(Figure 2.6). Cette démarche nous donne une appréciation qualitative et quantitative sur la

composition phénolique des fractions issues de cette plante endémique.

La méthode HPLC décrite précédemment dans la partie expérimentale a été appliquée
a l'analyse de cinq fractions obtenues a partir des extraits organiques de H. articulata, en
particulier, Fcoo de 'extrait de chloroforme, Fai2 et Fais de 1'extrait d'acétate d'éthyle et Fgi3 et
Fgis de I’extrait n-butanol. Les résultats de I'étude de quantitative est présentée dans le tableau

2.8.
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Figure 2.6 : Structures chimiques des composés phénoliques utilisés comme standards

Tableau 2.8 : Parameétres analytiques obtenus par HPLC-DAD : temps de rétention, longueur
d'onde maximale d'absorption, et les données de linéarité des standards

N° Composés Formule Amax Equation de Zone de

Pic (min) phénoliques moléculaire (nm) régression linéarité
(ug/ml)

1 5,07 Acide ascorbique CsHsOg 245 Y=11501 X+ 1978.3 30-90

2 7,67  Acide gallique C7Hs0Os 227 Y=2920 X—35.935 5-50

3 9,74  Acide chlorogénique  CisHisO9 324 Y=61413 X+ 148.6 2.5-20

4 12,12 Catéchine CisH140¢ 213 ;275 Y=3670 X—73.337 2-50

5 13,38  Acide caféique CoHsgOq4 323 Y=115819 X - 1479.7 2—60

6 20,13  Acide vanillique CsHsgO4 260;292 Y=201134 X+479057 10-100

7 791 Acide p-hydroxy C7HOs 254 Y=29100 X +19434 5-100

’ benzoique

8 22,81 Acide p-coumarique CoHsO3 342 Y=173748 X + 25549 30-90

9 23,52  Resvératrol C14H120s 310 Y=174196 X + 12633 15-80

10 27,33 Myricétine CisH100s  252;372 Y=829.8 X+1.136 25-75

11 31,94 Kaempférol CisH100s 265365 Y=267379 X+1339 4-80

12 34,06 Naringénine CisHi20s 284 Y=56974 X - 67289 10-60

13 35,04 Quercétine CisH1007  256;372 Y=1343 X+ 18.58 10-85

14 37,07 Rutine Co7H30016  255;356 Y=35435X+1.308 5-50
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Les composés phénoliques utilisés comme standards dans ’analyse chromatographique
sont : ’acide ascorbique (1), I’acide gallique (2), I’acide chlorogénique (3), la catéchine (4),
I’acide caféique (5), I’acide vanillique (6), I’acide p-hydroxybenzoique (7), 1’acide p-
coumarique (8), le resvératrol (9), la myricétine (10), le kaempférol (11), la naringénine (12),

la quercétine (13) et la rutine (14) (Figure 2.6).

L’analyse chromatographique des cinq fractions a révélé des différences qualitatives
dans le profil chromatographique des composés phénoliques entre les fractions chloroforme,
acétate d’éthyle et n-butanol. Elle a également permis de mettre en évidence la présence de
divers composés phénoliques, principalement flavonoides, des acides phénoliques et des

flavonols.

Par ailleurs, le profil d’¢lution des composés phénoliques a été suivi a 220 nm, 254 nm
et 280 nm (longueurs d’ondes caractéristiques des composés phénoliques). En effet, les acides
phénoliques, les flavanones, et le stilbéne sont détectés dans la région de 310 nm a 345 nm

(Bakhouche et al., 2015).

2.3.3.1 Identification des composés phénoliques dans la fraction Fc2o de Dextrait
chloroforme

Le chromatogramme de la fraction Fczo de D’extrait chloroformique suivi a 310 nm,
longueur d’onde caractéristique des acides phénoliques, indique une composition phénolique
moins riche avec des pics moins marqués, probablement due a la nature apolaire du solvant

d’extraction (Figure 2.7).
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Figure 2.7 : Profil chromatographique des composés phénoliques de la fraction Fc2o
de I’extrait CHCl3 enregistré a 310 nm
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En effet, en se référant aux temps de rétention des standards, avec ceux des composés
de la fraction F»o, il ressort la présence probable de certains composés phénoliques dont quatre
composés ont pu étre identifiés, a savoir : un flavonoide (la catéchine) et trois acides
phénoliques (I’acide caféique, I’acide vanillique, et I’acide p-coumarique). Nous constatons que

I’acide vanillique est plus abondant dans cette fraction et présente une teneur de 8,34 + 0,19

mg/g.

Tableau 2.9 : Identification et quantification des composés phénoliques dans la fraction
chloroforme Fc2o

N°  tr (min) Composés phénoliques Teneur en (mg/g)
4 12.11 Catéchine 3,31 + 0,08

5 13,36 Acide caféique 1,49 + 0,02

6 20,11 Acide vanillique 8,34 +0,19

8 22,83 Acide p-coumarique 2,53 +0,02

2.3.3.2 Identification des composés phénoliques dans les fractions Fa1z et Faie de I’extrait
acétate d’éthyle

Le profil d’¢lution des composés issus de la fraction Fai> de ’extrait acétate d’éthyle
indique la présence de huit composés principalement, des flavonoides (catéchine, myricétine,
kaempférol, naringénine et la quercétine) et deux acides phénoliques (acide gallique et acide

chlorogénique) (Figure 2.8).
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Figure 2.8 : Profil chromatographique des composés phénoliques de la fraction Fai2 de
I’acétate d’éthyle enregistré a 280 nm
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On note que les flavonoides prédominent dans cette fraction, dont la quercétine est le
compos¢ majoritaire de la fraction Fai2 avec une teneur de 5,20 £+ 0,19 mg/g (Tableau 2.10).
Cependant d’autres composés avec des pics bien représentés n’ont pas été identifiés. Il s’agit
principalement des composés €lués a des temps obtenus dans I’intervalle de 2,5 a 8,7 min et de
13,8 a 21 min, ce qui laisse supposer que d’autres composés phénoliques ont une bonne

absorbance a la longueur d’onde utilisée.

Tableau 2.10 : Identification et quantification des composés phénoliques dans les fractions
Fa12 et Fais de I’extrait acétate d’éthyle

Teneur en (mg/g) (n=3)

N° # (min) Composés phénoliques Farz (ACOED) Fare (AOED)
1 5,06 Acide ascorbique ND 0,46 + 0,05
2 7,64 Acide gallique 0,58 +£0.03 0,33 +0,03
3 9,75 Acide chlorogénique 0,78 £0.03 0,16 £ 0,02
4 12,12 Catéchine 0,93 +£0.04 0,23 £0,01
9 23,51 Resvératrol 1,62 £ 0.04 0,81 +£0,03
10 27,34 Myricétine 1,24 £0.08 1,53 £0,05
11 31,92 Kaempférol 2,03 +£0.78 1,27 £ 0,04
12 34,05 Naringénine 3,01 £0.11 7,44 £0,26
13 35,03 Quercétine 5,20+0.19 4,16 £0,18
14 37,06 Rutine ND 1,23 +£0,08

ND : Non Détecté

Les analyses réalisées sur la fraction Faie issue de 1’extrait acétate d’éthyle ont mené a
I’1identification de dix composés phénoliques qui sont représentés dans la figure 2.9. Cependant,
plusieurs pics ont été identifiés, laissant prévoir une bonne composition en flavonoides de cette
fraction, principalement la catéchine, la myricétine, le kaempférol, la quercétine, la rutine, et la
naringénine ; et des acides phénoliques comme 1’acide gallique et 1’acide chlorogénique. Le
dernier composé identifi¢é comme étant un stilbéne, est le resvératrol. L acide ascorbique a été
identifié dans cette fraction a faible teneur (0,46 + 0,05 mg/g). La naringénine est considérée
comme le composé majoritaire qui a été identifié dans la fraction Fais avec une teneur de 7,44
+ 0,26 mg/g (Tableau 2.10). La quercétine est le deuxieme composé avec une teneur de 4,16 +

0,18 mg/g de la fraction acétate d’éthyle.
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Néanmoins, les composés non identifiés, ¢lués a des temps de rétention entre 6 et 20
min, sont également présents par des pics marqués tout au long de la ligne chromatographique

de cette fraction.
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Figure 2.9 : Profil chromatographlque des composés phénoliques de la fraction Fais de
I’extrait AcOEt enregistré a 280 nm

Cependant d’autres composés avec des pics bien représentés n’ont pas été déterminés.
I1 s’agit de composés ¢lués a des temps de 2,53 ; 3,69 ; 5,86 ; 11,21 ; 11,61 ; 13,11 ; 14,92 ;
15,18 ;17,02 ; 18,02 ; 18,54 ; 26,63 ; 25,12 ; 31 et 34,03 min.

2.3.3.3 Identification des composés phénoliques dans les fractions Fs13 et Fpis de ’extrait
n-butanol

La comparaison des temps de rétention des pics obtenus a partir de la fraction Fgi3 avec
ceux des standards nous a permis de suspecter la présence de huit composés phénoliques,
correspondant a 1’acide ascorbique et des acides phénoliques (I’acide chlorogénique, et 1’acide
vanillique) et a des flavonoides (la catéchine, le kaempférol, la quercétine, et la naringénine).
L’acide phénolique le plus représent¢ dans la fraction butanolique Fgi3 était I’acide

chlorogénique avec une teneur de 4,67 + 0,20 mg/g.
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Figure 2.10 : Profil chromatographique des composés phénoliques de la fraction Fgi3 de
I’extrait n-BuOH enregistré a 280 nm
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Tableau 2.11 : Identification et quantification des composés phénoliques dans les fractions
Fgi3 et Fis de ’extrait n-butanol

Teneur en (mg/g) (n=3)

N° ¢ (min) Composés phénoliques Fors (1-BUOH)  Furs (+-BuOH)
1 5,07 Acide ascorbique 1,28 £ 0,04 1,56 £ 0,04
2 7,67 Acide gallique ND 0,96 + 0,04
3 9,74 Acide chlorogénique 4,67 + 0,20 ND

4 12,12 Catéchine 0,16 0,07 0,74 £0,03
6 20,13 Acide vanillique 0,29 £ 0,02 ND

9 23,52 Resvératrol 0,72 £ 0,03 1,31 £0,05
10 27,33 Myricétine ND 4,62+0,17
11 31,94 Kaempférol 1,24 £ 0,04 1,10 £ 0,05
12 34,06 Naringénine 2,32+ 0,08 ND

13 35,04 Quercétine 1,70 £ 0,06 7,37 £ 0,25

ND : Non Détecté

Le chromatogramme de la fraction Fgis de I’extrait n-butanol (Figure 2.11), montre une
composition assez riche en composés phénoliques a la longueur d’onde utilisée. Cependant le
profil chromatographique permet I’identification de sept constituants composés essentiellement
par des acides phénoliques comme 1’acide ascorbique et I’acide gallique, et des flavonoides

comme la catéchine, la myricétine, le kaempférol et la quercétine.
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Figure 2.11 : Profil chromatographique des composés phénoliques de la fraction Fgisde
I’extrait n-BuOH enregistré a 280 nm

73| Page



Chapitre 2 Extraction, fractionnement et criblage phytochimique

Le resvératrol est le seul stibilene identifié avec une teneur faible de 1,31 + 0,05 mg/g.
En outre, d’autres composés avec des pics bien représentés n’ont pas été¢ déterminés. Il s’agit
de composés ¢lués a des temps de 2,83 ; 3,19; 4,76 ; 9,21 ; 11,06 ; 15,64 ; 17,02 ; 17,78 ;
17,02 ;18,82 ;21,03 ; 25,12 ; 28,04 et 29,12.

Les résultats cités précédemment ont clairement montré la richesse des fractions acétate
d’éthyle et n-butanol en composés phénoliques. L’analyse chromatographique de nos fractions
nous ont amenés a identifier six flavonoides (catéchine, quercétine, kaempférol, naringénine,
rutine et myricétine) ; cinq acides phénoliques (acide caféique, acide chlorogénique, acide
gallique, acide vanillique, acide p-coumarique) et un seul stilbéne qui est le resvératrol au

niveau des fractions issues de différentes phase de la plante Hammada articulata.

La naringénine qui est un flavonone a été détecté au niveau des deux fractions Fai2 et
Faie de ’acétate d’éthyle. Ce flavonone a été déterminé uniquement au niveau de la fraction
n-butanol Fai3. La quercétine et le kaempférol sont des flavonols trés répandus chez la plante
Hammada articulata (Tamma et al., 2017), ils sont présents au niveau des fractions n-butanol

et acétate d’éthyle, mais absents dans la fraction chloroforme.

La myricétine et la catéchine sont présentes dans les deux fractions polaires (AcOEt et
n-BuOH), alors que la rutine (quercétine-O-glycosylée) est présente uniquement au niveau de
la fraction Fai¢ de I’acétate d’éthyle. Pour les acides phénoliques nous constatons que 1’acide
caféique, 1’acide chlorogénique, et 1’acide gallique sont présents dans les fractions n-butanol et
acétate d’éthyle de H. articulata. Tandis que 1’acide vanillique et p-coumarique sont présents
uniquement dans la fraction chloroforme. En revanche 1’acide p-hydroxybenzoique est absent

au niveau de toutes les fractions testées.

2.3.4 Etude de la composition chimique de I’huile essentielle

L’huile essentielle de Hammada articulata est une huile jaunatre avec une odeur
spécifique, elle a été obtenue avec un rendement de 0,05%. L’identification des composés a été
effectuée par comparaison des indices de rétention et des spectres de référence d’une banque
de données gérée dans un systeéme informatique. Les composés identifiés sont cités dans le
tableau 2.12 et la figure 2.12 par ordre d’¢lution. L’analyse de la composition chimique de
I’huile essentielle de Hammada articulata a permis d’identifier 46 composés qui correspond a

97% de la totalité de 1’huile.
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Tableau 2.12 : Composition chimique de I’huile essentielle de Hammada articulata

No tr(min) Composés identifiés RI %

1 13,456 2-Undécanone 1293 0,2
2 14,510 Eugénol 1353 7,7
3 14,641 a-Copaene 1379 0,7
4 15,133 [-Bourbonéne 1387 0,3
5 15,641 trans-pB-Caryophylléne 1424 1,7
6 16,023 Neryl acétone 1448 1,6
7 16,207 Hexadecane 1461 3,0
8 16,595 f-lonone 1480 1,2
9 16,672 D-Germacréne 1485 1,5
10 16,845 2-Tridécanone 1495 0,6
11 16,969 Benzyl tiglate 1499 0,6
12 17,245 [-Bisaboléne 1509 10,7
13 17,283 y-Cadinéne 1521 2,6
14 17,434 Dihydroactinidiolide 1532 1,0
15 17914 (+)-(2S,95,1085)-2,5,5,9-Tetraméthyl-trans-1-décalone 1564 1,5
16 18,100 Megastigmatriénone 1579 0,7
17 18,193 Oxyde de caryophylléne 1587 1,1
18 19,213 1,4-Butanediol dibenzoate 1657 4,1
19 19,341 5-(Benzyloxy) pentanal 1663 1,7
20 19,440 2-Chloro-1-(2,4-diméthoxyphenyl)-éthanone 1668 0,5
21 19,560 Undécanal 1672 0,3
22 19926  (ZE)-Farnesal 1710 03
23 20,336 (E,E)-Farnesal 1737 0,7
24 20,488 (E,E)-2,4-Diméthyl-2,4-heptadie¢nal 1753 2,1
25 21,157 a-Monocyclofarnesyl acétate 1796 04
26 21,750 Hexahydrofarnesyl acétone 1842 11,9
27 21,959 2-Décyldecahydronaphthaléne 1862 1,3
28 22,372 2-Méthyl-4-(méthylthio)-5H-chromeno[4,3-b]pyridine-3-carbonitrile 1890 1.4
29 22,571 (E,E)-Farnesyl acétone 1909 0,8
30 23,075 Acide palmitique 1960 4,2
31 23,973 trans-Nérolidol 2023 0,4
32 24,580 Heneicosane 2100 3,0
33 24,720 (+)-Néomenthol 2110 2.8
34 25,091 trans-5-Méthyl-spiro[3.5]nonan-1-one 2165 1,0
35 25,191 Oxime de vanilline 2174 2,2
36 25,293 4-Oxo0-B-isodamascol 2182 1,6
37 25,462 Diéthyltoluamide (DEET) 2194 4,3
38 25,933 6,7-Diméthyllumazine 2206 1.3
39 25,979 Oxyde de dihydromanoyl 2245 1,4
40 26,009 7-1sopropenyl-3,3,6-triméthyl-2-oxobicyclo[3.2.0]-heptan-6- 2266 0,3

carbaldéhyde

41 26,167 2-Méthyldécaline 2290 5,3
42 26,244 Tricosane 2300 3,8
43 26,597 Pentacosane 2498 0,7
44 26,849 Nonadecane 2699 1,4
45 28,154 Marrubiine 2765 0,5
46 28,818 Nonacosane 2900 0,6
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L’huile essentielle de H. articulata collecté dans la région de Touggourt est composée
principalement de I’hexahydrofarnesyl acétone (11,9%), de B-bisaboléne (10,7%), de I’eugénol
(7,7%), de 2-méthyldecaline (5,3%), de dié¢thyltoluamide (4,3%), de I’acide palmitique (4,2%),
de 1,4-butanediol dibenzoate (4,1%), de tricosane (3,8%), de heneicosane (3,0%), de
I’hexadecane (3,0%), de néo-menthol (2,8%) et de y-cadinene (2,6%), accompagnés par
d’autres constituants a des teneurs relativement faibles comme : oxime de vanilline (2,2%),
(E,E)-2,4-diméthyl-2,4-heptadiénal (2,1%), 5-(benzyloxy) pentanal (1.7%), B-caryophylléne
(1,7%), neryl acétone (1,6%), 4-oxo-B-isodamascol (1,6%), D-germacrene (1,5%),
tetraméthyl-trans-1-décalone (1,5 %), oxyde de dihydromanoyl (1,4%), nonadécane (1,4%),
6,7-diméthyllumazine (1,3%), B-ionone (1,2%) et oxyde de caryophyllene (1,1%).
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Figure 2.12 : Profil chromatographique de I’HE de Hammada articulata obtenu par CPG/FID

Le diagramme de la figure 2.13 reporte les pourcentages des différents groupes

chimiques présents dans 1’huile essentielle des parties aériennes de H. articulata.
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Autres Diterpénes
11% 1.9% Hydrocarbures
19.1%

Monoterpénes
oxygeénés
13.1%

Composés
carbonylés
16.9%

Sesquiterpénes
hydrocarbonés
17.5%

Sesquiterpénes oxygénés
17.5%

Figure 2.13 : Réparation des familles de molécules présentes dans 1’huile de H. articulata

Cette analyse a mené a I’identification de cinq groupes chimiques dominés par les
sesquiterpénes comme classe majeure avec un pourcentage de 35% dont lesquels 17,5% sont
oxygénés. Les composés carbonylés et les hydrocarbures représentent respectivement 16,9% et
19,1%. D'autre part, il est intéressant de souligner que la fraction monoterpénique est constituée
uniquement de monoterpenes oxygénés avec un pourcentage de 13,1%, alors que les diterpénes

ne représentent que 1,9% de I’huile totale (Figure 2.13).

L’hexahydrofarnesyl acétone (11.9%), le B-bisabolene (10,7%), 1I’eugénol (7,7%), le 2-
méthyldécaline (5,3%), le diéthyltoluamide (4,3%), I’acide palmitique (4,2%), le 1,4-
butanediol dibenzoate (4,1%), constituent les composés majoritaires de I’huile essentielle de

I’espece de H. articulata. Les structures chimiques de ces composés sont rapportées a la figure
2.14.

Ve O o oo

Hexahydrofarnesyl B-bisabolene Eugénol 2-méthyldécaline
acétone
(o]
o o
K 5
Diéthyltoluamide Acide palmitique 1,4-butanediol dibenzoate

Figure 2.14 : Structures chimiques des composés majoritaires présents dans 1’huile essentielle
de H. articulata

77| Page



Chapitre 2 Extraction, fractionnement et criblage phytochimique

La comparaison de nos résultats avec les données de la littérature montre des différences
qualitatives et quantitatives importantes dans la composition chimique de notre huile. En effet,
les travaux réalisés par Drioiche et al., (2020) ont montré que I’huile de H. articulata
(scoparia), poussant dans la région de Tata au Maroc est constituée majoritairement de
carvacrol (82,28%) accompagné par d’autres constituants a des teneurs relativement faibles

comme : le p-cymene (2,52%), le y-terpinene (2,18%) et le Z- caryophylléne (2,04%).

Une autre étude a rapporté que l'huile essentielle de H. articulata, collectée dans la
région de Bechar (sud-ouest algérien) était dominée par le thymol (14,19%), a-terpinéne
(11,02%), p-E-ocimene (9,64%), 1,8-cinéole (8,69%), oleuropine (5,17%), linalol (5,12%), &
3-careéne (4,12%) (Grele et al., 2021).

2.4 Conclusion et perspectives

A la lumiére de ces résultats et vu la richesse des fractions acétate d’éthyle et n-butanol
en métabolites secondaires, il serait intéressant de poursuivre 1’étude phytochimique afin
d’isoler ces métabolites secondaires en utilisant des techniques plus performantes de
chromatographie préparative et des appareils de mesures physiques d’analyse permettant des

expériences de détermination structurale.
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Chapitre 3 Evaluation des activités biologiques in vitro et in vivo

3.1 Introduction

Les espéces de genre Hammada sont connues pour leurs utilisations en médecine
traditionnelle, et 1’activité biologique est indispensable pour notre étude. Cette partie de notre
travail est divisée en deux axes : le premier concerne les tests in vitro des extraits organiques
ainsi que I’huile obtenue a partir des parties aériennes de notre plante, le second axe couvre les
tests in vivo menés sur les extraits chloroforme, acétate d’éthyle et le n-butanol. Les activités
biologiques étudiées pour les trois extraits sont : I’activité antioxydante (in vitro), I’activité anti-

inflammatoire (in vivo), 1’activité diurétique (in vivo) et I’effet anti-hyperglycémique (in vivo).

3.2 Techniques expérimentales
3.2.1 Activités antioxydantes des extraits organiques

L’activité antioxydante a été évaluée sur les différents extraits organiques (CHClIs,
AcOEt et n-BuOH) de ’espece H. articulata. Ces tests sont basés sur la coloration ou la
décoloration d’un réactif dans le milieu réactionnel. Dans notre cas, 1’activité antioxydante a
été effectuée de trois manicres différentes : le test du DPPH, le test par ABTS et la mesure du
pouvoir réducteur du fer.
3.2.1.1 Pouvoir antioxydant par le test du DPPH

L’activité antioxydante de différents extraits de I’espece H. articulata a été mesurée par
la méthode DPPH (diphényl-picrylhydrazine) selon la méthode de Brand-Williams et al.
(1995). Le piégeage des radicaux libres de DPPH provoque un changement de couleur de la
solution initiale du violet foncé au jaune suite a la réduction du radical DPPH en DPPH-H
(Figure 3.1). La mesure de la diminution de I’absorbance du DPPH permet donc de déterminer

le pouvoir anti-radicalaire des substances testées.

H

=

VIOLET JAUNE

Figure 3.1 : Réduction par des antioxydants du radical DPPH en DPPHH
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Tous les extraits (ainsi que 1’huile) ont étés préparés dans le méthanol avec des
concentrations de 5-500 pg/ml. Ensuite, 50 pl de chacune de ces solutions ont été ajoutés a
1950 ul de la solution de DPPH (60 uM). Aprés 30 min d'incubation dans l'obscurité a
température ambiante, les absorbances des échantillons ont ét¢ mesurées a 1’aide d’un

spectrophotomeétre a 517 nm. Le pourcentage de piégeage du radical DPPH a été calculé en

utilisant I’équation suivante :

. : A, —A
Activité antioxydante (%) = [MJ x100 (3.1)
blanc

Le controle négatif (blanc) contient uniquement la solution de DPPH et le contrdle
positif est représenté par des solutions d’un antioxydant standard ; la quercétine et 1’acide
ascorbique dont I’absorbance a ét¢ mesurée dans les mémes conditions que I’échantillon testé.
L’expérience a été répétée trois fois et les résultats ont été exprimés en valeurs des ECso

(Concentration efficace pour piéger 50% des radicaux DPPH") (Chen et al., 2013). Elle a été

calculée a partir du graphe en utilisant le logiciel Origin 8.

3.2.1.3 Pouvoir antioxydant par ABTS
Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique ABTS"*

(sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) de coloration

bleu verdatre.

+ - -

S S SO; +NH,* . HN+7058 S S SO;™ +NH,*
C[ =nN-N=( _ =N-N=(

N N +e N_ N
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“C,H; C,HY GHs  C,Hs
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“HN +7058 S S SO;” +NH,"
T
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N
H “CH; CH!

ABTSH*

Figure 3.2 : Formation et piégeage du radical ABTS"" par un antioxydant donneur de H’
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L’obtention du radical cationique résulte du contact de I’ABTS avec un oxydant comme
le persulfate de potassium (K2S:20s). Le radical ABTS™, en contact avec un donneur de H'
conduit a ’ABTSH" ce qui entraine une décoloration de la solution (Nenadis and Tsimidou,
2010) (Figure 3.2). L'analyse spectrophotométrique de 'activité de piégeage du radical cation

ABTS a été déterminée selon la méthode de Re et al., (1999), avec de 1égéres modifications.

Le radical cationique ABTS"" a été produit par la réaction entre 7 mM de ’ABTS dans
I'eau avec 2,45 mM de persulfate de potassium. Le mélange est stocké dans I'obscurité a
température ambiante pendant 16 h. Avant utilisation, la solution obtenue est diluée avec
1’éthanol pour obtenir une absorbance de 0,7 + 0,25 a 734 nm. Ensuite, 900 ul de cette solution
fraichement préparée ont été ajoutés a 100 pl de chaque extrait préparé dans 1'éthanol a
différentes concentrations. Aprés 10 min, I'absorbance a été mesurée a 734 nm pour chaque
série d’analyse. La quercétine et 1’acide ascorbique sont utilisés pour le contrdle positif. Le
pourcentage de piégeage du radical cationique a été calculé pour chaque concentration par
rapport a I’absorbance du blanc. La capacité de piégeage du cation ABTS™ a été calculée en

utilisant 1'équation (3.1).

3.2.1.3 Test du pouvoir réducteur du fer (FRAP)

Le test de la réduction du fer est considéré comme un test direct et rapide. Il est utilisé
pour mesurer le pouvoir antioxydant (Macheix ez al. 2006). Le pouvoir réducteur FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) d’un extrait est associ¢ a son pouvoir antioxydant. Cette
technique a été développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique
(Fe**) présent dans le complexe ferricyanure de potassium en fer ferreux (Fe*") (Hinneburg et

al., 2006).

L’activité réductrice du fer des extraits préparés a ét€¢ déterminée selon la méthode
décrite par Oyaizu (1986). 1 ml de chaque extrait est mélangé avec 2,5 ml de la solution tampon
phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5 ml de la solution aqueuse du ferricyanure de potassium
[K3Fe(CN)s]a 1% (m/v). L’ensemble est incubé au bain-marie a 50°C pendant 30 min. Ensuite,
2,5 ml d’acide trichloracétique TCA a 10% (m/v) sont ajoutés au mélange réactionnel. Le tout
est centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min. A la fin, 2.5 ml du surnageant sont mélangés avec
2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml d’une solution aqueuse de chlorure ferrique FeCls a 0,1%.
L’acide ascorbique est utilisé pour le contrdle positif. L’intensité de la coloration est mesurée

par spectrophotométrie a 700 nm.

81 |Page



Chapitre 3 Evaluation des activités biologiques in vitro et in vivo

3.2.2 Activités biologiques in vivo
» Animaux
Ce travail a été réalisé sur des rats albinos de souche Wistar femelles pesant entre 160
et 250 g de poids corporel provenant de I’institut Pasteur, Alger. Les animaux ont été logés dans
des cages en polypropyléne standards pour l'acclimatation, au moins une semaine avant de
commencer les expériences, et gardés sous température ambiante 25°C avec un acces libre a

I'eau.

3.2.2.1 Toxicité aigiie

L'essai de toxicité¢ aigué des extraits chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol de
I’espéce Hammada articulata a été réalisé pour évaluer toute toxicité possible en utilisant la
méthode de Lorke (1983). Une dose de 200 mg/kg de chaque extrait a été préparée dans 1’eau
physiologique (NaCl 0,9%) et administrée aux rats par voie orale sur des groupes de six rats
femelles en bonne santé préalablement mis a jeun pendant 16 h. Ces témoins, ont regu de 1’eau
physiologique. Aprés administration, 1’observation du comportement général des animaux en
comparaison avec celui du groupe non traité (les signes cliniques et la mortalité) a été faite

pendant deux heures avant de leurs donner a manger et a boire et ensuite pendant 48 h.

3.2.2.2 Activité anti-inflammatoire

La recherche des propriétés anti-inflammatoires a été réalisée sur le modele de I’cedéme
plantaire induit chez le rat par I’injection d’une suspension a 1% de carragénine dans la patte
gauche ; technique inspirée de celles décrites par Winter ef al (1962). Les rats ont été mis a
jeun 16 heures avant le traitement et divisés en cinq groupes de six rats chacun. Les produits

testés ont ét€¢ administrés par gavage gastrique 30 min avant I’injection de la carragénine.

Le groupe A témoin non traité, les groupes B, C et D ont été traités respectivement avec
200 mg/kg d’extrait chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol de H. articulata, et les rats du
groupe E ont été traités avec le diclofénac de sodium, anti-inflammatoire non stéroidien de
référence, a la dose de 50 mg/kg de p.c. Une demi-heure apres le traitement, 0,1 ml de solution
de carragénine a 1% préparée dans l'eau physiologique a été injecté a chaque rat sous
I’aponévrose plantaire de la patte postérieure gauche. La patte postérieure droite n'est pas
traitée, elle est considérée comme un témoin. On mesure pour chaque rat le diameétre initial (Do)
de la patte postérieure.

La différence de diametre entre la patte gauche et la patte droite est mesurée en utilisant

un micrométre numérique (pied a coulisse) a 1 h, 2 h, 3 h, 4 h et 5 h apres l'induction de
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I’inflammation (Alaoui ef al., 1998). Nous avons calculé pour chaque groupe, la moyenne de

I’augmentation de 1’cedéme selon la formule suivante :
D —DO
Pourcentage d'inflammation (%) =| ———— [x100 (3.2)
D

Tandis que le pourcentage d’inhibition de I’inflammation pour chaque groupe traité par les
différents extraits et le médicament de référence, est calculé selon la formule suivante

(Boutennoun et al., 2017) :

(Dy _DO)témoin _(Dt _DO)traité %100

Pourcentage d'inhibition (%) =
(D, =D

) 3.3)
0/témoin
D= Diametre moyen de la patte postérieure gauche (traité par la carragénine)

Do = Diamétre moyen de la patte postérieure droite (non traité)

3.2.2.3 Evaluation de I’activité diurétique

Les diurétiques augmentent 1'élimination urinaire d'électrolytes, notamment de sodium.
L'activité diurétique a été déterminée selon la méthode de Lipschitz ef al (1943). Aprés une
période d'adaptation de cinq jours dans des cages avec eau et nourriture, trente rats femelles
ont été divisés en cing groupes de six rats dans chacun et mis a jeun total durant les 24 heures
de I'expérience. Au début de I'expérimentation (temps to) la surcharge hydrique hypotonique de
NacCl 0,9% est administrée aux rats sous un volume de 15 ml/kg par voie orale pour imposer

une charge d'eau uniforme.

Le groupe 1 (témoin négatif) recoit de I’eau distillée (1 ml), le groupe 2 a recu de
I’hydrochlorothiazide (HCTZ) a la dose de 50 mg/kg, p.o ; les autres groupes 3 ; 4 et 5 ont été
traités respectivement avec 1’extrait chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol a la dose 200
mg/kg préparés dans 1’eau physiologique. Immédiatement apres le traitement, tous les rats ont
été placés dans des cages métaboliques, spécialement congues pour séparer l'urine et les feces.
Les urines collectées pendant 5 heures ont été recueillies dans une éprouvette graduée et le
volume a été noté. L'excrétion urinaire cumulée a été¢ calculée en fonction du poids corporel et

exprimée en ml/kg de p.c.
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Pendant cette période, aucune nourriture et eau n'ont ét¢ mises a la disposition des
animaux. Les dosages sont effectués sur les urines recueillies pendant cinq heures. Les

parameétres urinaires mesurés sont Na' et K, ainsi que le pH.

La composition électrolytique (Na" et K*) de l'urine collectée pour les différents
groupes a ¢té analysée par un spectrophotométre de flamme modéle AFP 100. Les résultats
présentés sont des moyennes par lot de rats et sont exprimés en mmol/I.

L’excrétion urinaire volumétrique (EUV) est donnée par I’équation (3.4) (Hailu and

Engidawork, 2014) :

EUV (%) = (wa&j x100 (3.4)
administré
. , (3.5)
Index diuretique = v .
g g . V
Activité diuretique = V—’ (3.6)

r

Ou V; est le volume urinaire moyen des groupes traités, Ve est le volume d'urine moyen du

groupe de controle et V- est le volume d'urine moyen d'un groupe de référence.

C +
Na' /K =2 3.7

Ou Cna est la concentration du Na* dans 1’urine d’un groupe et Ck est la concentration du K*

dans I’urine du méme groupe (Fekadu et al., 2017).

3.2.2.4 Effet hypoglycémique et anti-hyperglycémique des extraits de Hammada articulata
chez le rat normoglycémique
» Chez le rat normoglycémique

La glycémie est mesurée au niveau de la queue des rats. Aprés nettoyage de la queue a
I’alcool, les rats sont piqués a 1’aide d’une fine aiguille, une goutte de sang est récupérée puis
déposée sur une bandelette pour lecture de la glycémie a I’aide d’un glucometre calibré. Pour
cette étude, vingt-cinq rats sont utilisés. Ils sont repartis en cinq groupes de cing rats :

Le groupe 1, témoin négatif recevant une solution physiologique (10 ml/kg) par voie

orale ; les groupes 2 ; 3 et 4 regoivent respectivement les extraits CHCI3, AcOEt et n-BuOH par
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voie orale en une seule dose (200 mg/kg, dissous dans I’eau physiologique) ; le groupe 5,
contrdle standard, recoit la glibenclamide a la dose de 0,3 mg/kg, p.c.

La glycémie est tout d’abord déterminée avant le traitement ; ¢’est la glycémie initiale
(to). Apres le traitement des animaux, la glycémie est mesurée toutes les 30 minutes, pendant 3
heures, et le pourcentage de variation de la glycémie par rapport a la glycémie initiale est calculé

(Omoboyowa et al., 2018).

» Test de tolérance au glucose
L’hyperglycémie est provoquée par I’administration par voie orale de glucose aux rats
a la dose de 4 g/kg du poids corporel. Pour cette étude, trente rats normaux a jeun ont été répartis
en six groupes (n=5) pour 1’évaluation de I’effet hypoglycémiant des extraits de la plante

Hammada articulata selon le protocole suivant :

Le groupe 1 de témoin négatif recevant par voie orale de I’eau physiologique (10 ml/kg,
p.c). Le groupe 2 du témoin positif qui recoit par voie orale de ’eau physiologique et une
solution de glucose (4 g/kg) 30 minutes aprés. Les groupes 3, 4 et 5 regoivent respectivement
les extraits CHCI3, AcOEt et n-BuOH par voie orale a la dose de 200 mg/kg, et 30 minutes
apres, une solution de glucose (4g/kg). Le groupe 6, contrdle standard, recoit la glibenclamide
(substance de référence) a la dose de 0,3 mg/kg puis une solution de glucose (4g/kg). La
glycémie des rats de chaque groupe est mesurée juste avant I’administration des substances ou

de Iextrait, et apres le traitement a des intervalles de 30 minutes, pendant 3 heures.

Analyses statistiques
Les valeurs sont systématiquement exprimées en moyenne + SD (écart type). La différence
significative entre le groupe contrdle et les groupes expérimentaux a été évaluée par le test ¢ de

Student en utilisant le logiciel GraphPad Prism 8.

3.3 Résultats et discussion
3.3.1 Activités antioxydantes des extraits
3.3.1.1 Activité antioxydante au DPPH

L’activité antioxydante des extraits organiques de 1’espece de H. articulata a été évaluée
au moyen du test DPPH.

Les concentrations qui fournissent 50% d’efficacité (ECso) sont calculées a partir des
courbes de la figure 3.3 et sont présentées graphiquement dans la figure 3.4. Les extraits AcOEt

et n-BuOH de I’espece Hammada articulata, ont un pouvoir antioxydant trés importants.
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En effet, I’activité antioxydante des deux extraits est trés élevée atteint 90% pour une
concentration de 500 pg/ml. L’augmentation de la dose a des valeurs supérieures a 500 pg/ml

ne modifie pas le taux d’activité.
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Figure 3.3 : Activité antioxydante par DPPH des différents extraits organiques de la partie
aérienne de H. articulata

Le pourcentage de piégeage du radical DPPH a été¢ simultanément augmenté avec
l'augmentation de la concentration des extraits de 5 a 500 pg/ml. En effet, le pourcentage a été
de 26,52 ; 38,46 et 34,36 a la faible concentration (5pg /ml) et de 85,45 ; 91,75 et 90,13 a la
plus grande concentration (500 pg/ml) pour les extraits CHCIl3, AcOEt et n-BuOH
respectivement (Figure 3.3).

L’activité anti-radicalaire des extraits obtenus (CHClz, AcOEt et n-BuOH) de la plante
Hammada articulata a été faite par comparaison avec deux antioxydants de référence qui sont
la quercétine et 1’acide ascorbique. Pour chaque extrait, ’ECso a été déduite de la courbe
d'é¢talonnage correspondante. L’ECso est inversement li¢ a la capacité antioxydante d'un
composé. Plus la valeur de I’ECs est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est
grande.

Cependant, parmi les trois extraits de H. articulata, 1’extrait acétate d’éthyle présente
le pouvoir antioxydant le plus grand avec une ECso de ’ordre de 9,48 £+ 0,42 pg/ml suivi

respectivement par 1’extrait n-butanol avec une ECso de 13,03 +£2,01 pg/ml.
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Tandis que DI’extrait chloroforme posséde un pouvoir antioxydant plus faible mais
remarquable (ECso de 1’ordre de 25,20 +0,50 pg/ml). Les pouvoirs antioxydants de la
quercétine et de I’acide ascorbique restent supérieurs a celui des extraits étudiés (5,47 £ 0,52 et
4,52 £ 0,17 pg/ml, respectivement). Ces résultats nous a permis de classer ces extraits en

fonction de leurs activité antioxydante comme suit : AcOEt > n-BuOH > CHClIs.

En effet, le pouvoir anti-radicalaire le plus élevé de I’extrait AcOEt et I’extrait n-BuOH
étre expliqué par la richesse de ces deux extraits en composés phénoliques trouvées dans

I’extrait CHCls.

DPPH ECs, (ng/ml)

CHCl, 25,20
n-BuOH
AcOEt

Querc

Ac Asc

0 10 20 30

Figure 3.4 : Comparaison entre les valeurs de I’ECso des extraits de H. articulata évaluée par
le test DPPH

3.3.1.2 Activité antioxydante par ABTS

L’activité antioxydante in vitro a été€ aussi évaluée par la technique de décoloration du
radical cation ABTS. Pour ce test, I’ensemble des extraits étudiés révelent des propriétés
antioxydantes intéressantes a une faible concentration, ce qui se manifeste par des valeurs
importantes du pouvoir anti-radicalaire (Figure 3.5). Le pouvoir anti-radicalaire des extraits

AcOEt et n-BuOH dépasse les 90 % pour une concentration de 200 pg/ml.

Les extraits testés ont réduit I’absorbance par le piégeage du radical cationique ABTS™"
pour toute la gamme de concentration testée. Cette activité était dose dépendante pour les

extraits chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol jusqu’a atteindre la concentration maximale.
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L’activité antioxydante est ¢levée a des concentrations trés faibles comparativement a celle

obtenue par le test DPPH.
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Figure 3.5 : Activité antioxydante par ABTS des différents extraits organiques de H.
articulata

En effet, les extraits AcOEt et n-BuOH ont piégé 43,68% et 37,7% du radical ABTS™,
respectivement, a la concentration de 5 pg/ml. Tandis qu’a 500 ug/ml ces extraits AcOEt et n-
BuOH ont présenté des pourcentages de 92,78% et 92,09%, respectivement. A cette méme
concentration le pourcentage de piégeage de I’extrait CHCl3 était de 91,44%. Ainsi, 1’activité
antioxydante est fortement exprimée pour 1’extrait acétate d’éthyle (AcOEt), qui est notamment
le plus actif, avec une ECso de I’ordre de 8,46 + 0,91 pg/ml (Figure 3.6). Cependant, I’extrait
n-butanol a piégé ABTS™ avec une ECso assez proche de celle de ’extrait acétate d’éthyle avec
(10,03 £ 1,12 ug/ml). Le plus faible pouvoir a stabiliser ABTS™ a été enregistré par ’extrait
chloroforme (ECso = 24,53 + 1,68 pg/ml). Ceci pourrait &tre expliqué par les teneurs
relativement faibles en composés phénoliques (phénols totaux, flavonoides totaux, flavonols,

tanins) trouvées dans 1’extrait CHCls.
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ABTS ECs (ug/ml)

CHCl,4 24,53
n-BuOH
AcOEt
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Figure 3.6 : Comparaison entre les valeurs de I’ECs¢ des extraits de H. articulata obtenus par
le test ABTS

La forte activité de cette espece a été également signalée par Chaouche et al. (2014),
Belhadj Tahar et al. (2015), Tamma et al. (2017), Jdey et al. (2017), Nounah et al. (2019) et
Haida et al. (2020) sur les extraits aqueux de la méme plante colectée dans la région d’El-Oued
ce qui est en accord avec les résultats présentés dans cette étude. De méme, les résultats ont
montré que les extraits de la plante Hammada articulata présentent une corrélation élevée entre
la teneur en polyphénols et son activité antioxydante. Cette corrélation pourrait étre expliquée
par leur richesse différentielle en polyphénols et plus particuliecrement en composés

flavoniques.

En effet, concernant les flavonoides, certains auteurs ont attribué la capacité de ces
composés a piéger les radicaux libres, a la présence de groupements OH en 3°, 4’ sur le noyau
B et/ou un OH libre en C-3 (Ami¢ et al., 2003). Cela pourrait étre en relation avec les
observations décrites par Kraus et al., (2003) suggérant que la croissance de cette espéce dans

des sols salés et pauvres en nutriments la méne a contenir des quantités élevées en polyphénols.

3.3.1.3 Activité antioxydante par le test FRAP
Le pouvoir réducteur des extraits de la plante Hammada articulata a ét¢ évalué en

utilisant la méthode de FRAP, qui est une méthode simple, rapide et reproductible.

Nous avons opté pour tester les différents extraits de la plante étudi¢e. Les valeurs
obtenues ont permis de tracer la courbe pour chaque extrait, pour la comparaison, I’acide

ascorbique a été utilis¢ comme antioxydant standard (Figure 3.7).
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Figure 3.7 : Réduction du fer ferrique en fer ferreux par les extraits de Hammada articulata

La présence de réducteurs dans les extraits de plantes provoque la réduction du fer

ferrique Fe*" dans le systéme FeCl3/K3Fe(CN)g a la forme ferreux Fe?*. Par conséquent, les ions

Fe?" peuvent étre évalués en mesurant I’augmentation de la densité de la couleur dans le milieu

réactionnel a 700 nm (Chung et al., 2002 ; Amarowicz et al., 2004). L’évaluation du pouvoir

réducteur des extraits de Hammada articulata a montré une meilleure activité de 1’extrait

acétate d’éthyle par rapport a I’acide ascorbique comme le montre la figure 3.7.

Le pouvoir réducteur des extraits de la plante est dose dépendante. En effet, a la

concentration de 750 pg/ml, le pouvoir réducteur de I’extrait AcOEt de H. articulata présente

des absorbances ¢levées (DO = 1,27) par rapport a celui du control positif (DO = 1,08). Ces

résultats sont tout a fait semblables aux résultats obtenus par les tests DPPH et ABTS.

Tableau 3.1 : Pouvoir réducteur des trois extraits et de 1’acide ascorbique

Extrait/ substance FRAP
Ao.50 (mg/ml)
Ac Asc 0,30+ 0,12
AcOEt 0,20 £0,11
n-BuOH 0,45+0,15
CHCI: ND
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L’extrait AcOEt a enregistré le pouvoir réducteur le plus important (Aos= 0,20 + 0,11
mg/ml), et plus réducteur que 1’acide ascorbique suivi par ceux de 1’extrait n-BuOH (Ao.s=0.45

+ 0.15 mg/ml). L’extrait chloroforme a donné I’effet réducteur le plus faible.

Le pouvoir réducteur de I’espéce H. articulata est probablement di a la présence des
groupements hydroxyles dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur
d’électron. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et
inactivateurs des oxydants. Quelques études antérieures ont €¢galement montré que notre espece
a montré un pouvoir réducteur important et peut servir comme un indicateur significatif de son

activité antioxydante potentielle (Haida et al., 2020).

3.3.2 Activité antioxydante de I’huile essentielle de H. articulata

Les résultats de 1’évaluation de 1’activité antioxydante de I’huile essentielle de H.
articulata étudiée par le test de DPPH sont exprimés par le pourcentage de piégeage du radical
et la concentration efficace pour piéger 50% du radical DPPH par I’HE qui sont représentés

dans la figure 3.8 et le tableau 3.2.

Tableau 3.2 : Résultats de I’activité antioxydante 1’huile essentielle de H. articulata

Echantillon DPPH ECso (ng/ml)
HE 30,26 + 0,31
Ac Asc 20,08 +£ 0,75

Valeurs représentées en moyenne des trois répétitions + I’écart-type, n=3.

Les résultats montrent que I’huile essentielle de Hammada articula exerce une
importance activité antioxydante traduite par une ECso = 30,26 + 0,31 pg/ml par rapport a
l'acide ascorbique (valeur ECso = 20,08 + 0,75 pg/ml). Le pourcentage de piégeage du radical
libre augmente avec 1’augmentation de la concentration soit pour 1’acide ascorbique ou pour
I’HE testée. L huile essentielle de H. articulata a révélé une activité antioxydante de 11,46% a
la concentration de 5 pg/ml, et 81,21% de piégeage des radicaux libres a 500 pg/ml (Figure
3.8).
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Figure 3.8 : Profil de I’activité antioxydante de I’'HE de H. articulata

A notre connaissance, 1’étude de I’activité antioxydante de I'huile essentielle de
Hammada articulata n’a jamais été reportée auparavant. Cette huile a été obtenue pendant la
phase de floraison de la plante puisqu’elle posséde plus de pouvoir antioxydant en comparaison
a celle de la période végétative. En général, les huiles essentielles riches en composés
oxygénées présentent une activité anti-radicalaire plus marquée que celles a terpenes
hydrocarbonés (Benov et al., 1994 ; De Almeida ef al., 2016). En effet, il est établi dans de
nombreux travaux que l’activité d’une huile essentielle est en rapport avec les composés
majoritaires et les possibles effets synergiques entre les constituants (Dhifi et al., 2016). La
présence des sesquiterpenes, tels que I’hexahydrofarnesyl acétone (11,9%) et le B-bisaboléne
(10.9%) dans notre huile peut expliquer 1’activité de pié¢geage du radical DPPH. Ces molécules
ont été signalées dans plusieurs études comme de puissants agents antioxydants dans plusieurs
huiles essentielles (Do Nascimento et al., 2020). De plus, les composés phénoliques sont
connus pour étre les meilleures molécules de piégeage de radicaux en raison de la présence de
fonctions hydroxyles. Les composés phénoliques tels que I'eugénol (trouvé dans notre huile
avec un pourcentage de 7,7% ) a montré une efficacité antioxydante plus élevée que celle de
I’a-tocophérol (Giil¢in, 2011). Par ailleurs, ce n’est pas uniquement les composés majoritaires
des HEs qui sont responsables de cette activité antioxydante, mais il peut y avoir aussi d’autres
composés minoritaires qui peuvent interagir d’une fagcon synergique ou antagoniste pour créer

un systéme efficace vis-a-vis des radicaux libres (Fan et al., 2018 ; Singh et al., 2014).
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Le néo-menthol (2,8%), le B-isodamascol (1,6%) et la présence de composés carbonylés
tels que l'acide palmitique (4,2%), méme a faibles teneurs peuvent avoir augmenté le potentiel

de pié¢geage du radical DPPH par I’huile essentielle (Do Nascimento et al., 2020).

3.3.3 Toxicité aigiie
Les tests de toxicité aigu€ des trois extraits chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol
administrés par voie orale a la dose de 200 mg/kg, n'ont révélé aucun signe de toxicité ou de

stress. De plus, aucune mortalité n'a été enregistrée durant la période d'observation.

3.3.4 Activité anti-inflammatoire des extraits de H. articulata (in vivo)

L’¢étude de Dactivité anti-inflammatoire de différents extraits organiques (CHCI;,
AcOEt et n-BuOH) de la plante Hammada articulata est réalisée par le modele de I’cedeme
induit par la carragénine chez cinq lots de rats (n=6) (témoin, essais et référence) en absence et
en présence d’un traitement anti-inflammatoire. L’cedéme a été induit par la carragénine au
niveau de la patte postérieure gauche du rat une demi-heure apres I’administration de différents
produits. Les extraits organiques de notre espéce ont été administrés par voie orale a la dose de
200 mg/kg. Les résultats obtenus ont ét¢ comparés a ceux du diclofénac de sodium (AINS), en
raison de 50 mg/kg. Les résultats de 1'effet des extraits de 1’espéce H. articulata sur I'cedéme
induit par la carragénine sont présentés dans le tableau 3.3 et les figures 3.9 et 3.10. Le tableau
3.3 représente les effets de trois extraits : chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol de la plante
H. articulata, et de diclofénac sur 1’évolution en fonction du temps, de la circonférence de

I’cedéme induit par la carragénine sur la patte du rat.

Tableau 3.3 : Effet du diclofénac et des extraits de H. articulata sur I’augmentation de
I’cedéme de la patte de rat induit par la carragénine

Dose (p.o) Différence du diamétre moyen de I’cedéme (patte gauche-
Traitement mg/kg patte droite) induit par la carragénine (mm)

1" heure 2™ heure 3°™ heure 4°™ heure 5™ heure

0,1 ml
Contréle 1% sol. 2,45+0,41 3,49+0,29 4,08+0,18 487+0,44 5,29+0,21
Extrait CHCls 200 1,96+032 245+041 2,58+0,28 2,50+0,30 2,23+0,10
Extrait AcOEt 200 1,60+0,17 1,65+0,23 1,63+0,37 1,45+0,17 1,11+0,10

Extrait n-BuOH 200 1,57+0,21 1,48+0,49 1,46+0,13 1,18+0,07 0,96=+0,62
Diclofénac Na 50 1,52+0,11 1,53+0,35 1,50+0,25 1,15+0,05 0,94+0,20

Les valeurs sont exprimées en moyenne £Ecart type. (n = 6).
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L’injection de la carragénine a 1% au niveau de la patte postérieure gauche du rat,
provoque une inflammation visible dans 1’heure qui suit cette injection, I'cedéme augmente
progressivement et atteint une intensit¢ maximale au bout de cing heures. Cependant,
I’augmentation du volume de la patte chez les groupes traités par le médicament de référence

et les extraits (CHCIl3, AcOEt et n-BuOH) a été moins importante par rapport au groupe témoin.

La circonférence de la patte gauche passe de 2,45 + 0,41 a 5,29 = 0,21 apres cing heures
du traitement (Tableau 3.3). Ces valeurs correspondent a des augmentations respectives de
41,46 +2,22% a 89,46 + 1,66% apres cing heures de traitement (Figure 3.9). L’administration
du diclofénac prévient de fagon significative (p<<0,001) sur 1’évolution de I’inflammation au
niveau plantaire de la patte du rat a la quatriéme et a la cinquiéme heure aprés I’administration

de la carragénine (respectivement de 18,80 + 0,95% et de 15,33 + 0,62%) (Figure 3.9).
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Figure 3.9 : Evolution de I’inflammation de 1’cedéme plantaire en fonction du temps pour les
différents groupes

Le traitement par 1’extrait n-butanol provoque un effet inhibiteur de I’inflammation
important et significativement difféerent du controle ayant recu seulement la carragénine

(p<0,001) et qui persiste au bout de cinq heures apres 1’injection de la carragénine.
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De plus, I’extrait n-BuOH se manifeste comme celui de diclofénac, dés la premicre
heure de I’expérimentation, avec un pourcentage de 20,40 + 1,73% et de 16,56 = 0,80%

respectivement a la quatriéme et a la cinquieme heure apres 1’administration de la carragénine.

L’extrait d'acétate d’éthyle (AcOEt) a montré un effet anti-inflammatoire proche a celui
de I’extrait n-BuOH pour la dose testée avec des pourcentages de 24,78 = 1,53% et de 19,09 +
1,50% respectivement. Contrairement au diclofénac, 1’extrait CHCI3 de notre espece a
enregistré des augmentations moins importantes du diametre de la patte dont le maximum est

mesuré trois heures apres le traitement (41,90 + 1,55%) (Figure 3.9 et Tableau 3.3).

L’évaluation du pourcentage d’inhibition de I’cedéme chez les groupes de rats traités par

le diclofénac Na et les extraits de la plante H. articulata est représentée dans la figure 3.10.
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Figure 3.10 : Influence des extraits organiques de H .articulata sur 1'eedéme induit par la
carragénine

L’effet de la molécule de référence (diclofénac sodique) se traduit par une réduction de
I',edéme de fagon progressive et atteint son maximum d’activité a la cinquiéme heure avec un
pourcentage d’inhibition de 82,23 + 1,18%. L'extrait n-BuOH a montré une réduction maximale
et une inhibition de I'edéme de 35,92 + 1,46% a 81,85 £ 0,9% respectivement et similaires a

I’anti-inflammatoire non stéroidien standard.
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De facon similaire, ’extrait AcOEt a réduit I’cedéme de la patte de fagon significative
des la premiére heure avec un pourcentage de réduction de 34,69 + 1,52% et de 79,01 £1,46%

a la cinquiéme heure par rapport au médicament de référence (p <0,01).

Les deux extraits polaires (n-BuOH et AcOEt) de la plante étudiée administrés par voie
orale a la dose 200 mg/kg, induisent une diminution du volume de I’cedéme par rapport au
témoin durant les cinq heures ce qui suggere que les deux extraits ont une action anti-
inflammatoire. L’effet inhibiteur de 1’extrait chloroforme ne se manifeste que des la cinquieme
heure qui suit l'injection de la carragénine, avec un pourcentage d'inhibition de I’ordre de 57,84

+ 1,15% (Figure 3.10).

L'activité anti-inflammatoire des extraits organiques de ’espéce H. articulata est
attribuée a la présence des constituants phytochimiques dans ces extraits, y compris les
terpénoides, les polyphénols, les tanins, les stérols, les flavonoides et les saponines doués de
propriétés antioxydante et anti-inflammatoire. Ces résultats confirment nos résultats
précédemment cités, et cela est en accord avec de nombreuses études de la littérature rapportant
que de nombreuses plantes contenant ces composés chimiques ont été connues pour posséder
de puissantes propriétés anti-inflammatoires qui agissent par l'inhibition des voies de

prostaglandine (Sosa et al., 2002; Altinier ef al., 2007 ; Jk and Pm, 2016).

3.3.5 Evaluation de Pactivité diurétique (in vivo)

L'effet diurétique des extraits de H. articulata a la dose de 200 mg/kg p.o, a été évalué
chez des rats sains en utilisant I’hydrochlorothiazide (HCTZ) comme médicament de référence.
Les résultats de 1’activité diurétique des extraits chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol de
la plante H. articulata et de 'HCTZ chez le rat sont reportés dans la figure 3.11 et le tableau
3.4. Les rats du groupe de contrdle, qui recoivent uniquement de I’eau physiologique, ont
¢liminés un volume urinaire total relativement faible soit 26,87 + 2,30 ml/kg pendant cinq

heures (Tableau 3.5).

L’administration par voie orale de I’hydrochlorothiazide (médicament de référence) a
une dose de 50 mg/kg a donné un effet diurétique important des la premiere heure (9,06 = 1,61
ml/kg) avec une élimination du volume d’urine total importante de 61,90 = 1,63 ml/kg pendant

toute la durée de traitement.
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Tableau 3.4 : Activité diurétique des extraits chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol de H.
articulata chez le rat albinos

Volume urinaire (ml/kg) + SD

Groupe traités

1°t heure 28me heure 3¢me heure 4¢me heure 5¢me heure
Controle 5,72 £0,99 4,78 £ 1,44 2,83 £1,09 5,31 +0,51 8,22 +£0,47
HCTZ 9,06 £1,61 8,85+ 0,56 12,65+ 0,79 14,06 + 0,31 17,28 + 0,87

Extrait CHCl; 12,38+0,95 10,55+1,25 13,25+0,55 13,68 £ 0,59 18,04 £ 1,16
Extrait AcOEt 8,04 £0,39 590+ 0,200 495+041" 4,23+0,36™ 6,18 + 0,68
Extrait n-BuOH 7,47 £0,83 8,01+0,79 5,16+0,79* 4,09 +£0,50 6,44 + 1,33

*p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 statistiquement significatif par rapport au médicament de référence.
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Figure 3.11 : Variations de la diur¢se en fonction du temps apres administration par voie
orale de différents extraits a une dose unique de 200 mg/kg

Le traitement par I’extrait chloroforme administré par voie orale a la dose de 200 mg/kg
a montré une meilleure activité diurétique par rapport au médicament de référence (HCTZ)
(Figure 3.11).

En effet, 'augmentation du débit urinaire induite par I’extrait CHCI; était évidente des
la premiere heure (12,38 £ 0,95) et a duré jusqu'a la fin de I'expérience. L'effet maximal a été
observé a la cinquiéme heure (18,04 £ 1,16) (Tableau 3.4). Cela montre que 1’extrait
chloroforme exerce son effet diurétique dés la premiére heure, donc il est actif par cette voie

d’administration.
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De plus, le volume urinaire total des rats traités avec le méme extrait était
significativement supérieur a celui des rats traités par I’hydrochlorothiazide (p<0,05), le

médicament de référence (Tableau 3.5).

Les extraits acétate d’éthyle et n-butanol sont moins actifs comparativement a 1’extrait
chloroforme, ils montrent un effet diurétique proche de celui du groupe de controle avec un

volume total d’élimination de 29,32 + 1,39 et 31,18 £+ 1,61 ml/kg respectivement.

Tableau 3.5 : Activité diurétique des extraits chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol de H.
articulata chez le rat albinos

Mdt/ Extrait Volume urinaire  Excrétion Index Activité
total (ml/kg) urinaire diurétique diurétique
Controle 26,87 +2,30™ 67,17 -- --
HCTZ 61,90 + 1,63 154,75 2,30 --
H. articulata (CHCI3) 67,91 £1,10* 169,77 2,52 1,09
H. articulata (AcOEY) 29,32 +1,39™ 73,30 1,09 0,47
H. articulata (n-BuOH) 31,18 £ 1,617 77,95 1,16 0,50

*p <0,05, *** p <0,001 statistiquement significatif par rapport au médicament de référence.

L’extrait chloroforme de I’espece H. articulata a montré une activité diurétique
maximale de 1,09, alors que les extraits acétate d’¢thyle et n-butanol ont montré une activité
diurétique faible de 0,47 et 0,50 respectivement. (Tableau 3.5). La détermination de la
concentration d'électrolytes urinaires a révélé que l'extrait CHCl;s était efficace pour augmenter

les concentrations d'électrolytes urinaires pour les deux ions testés (Na*, K*) (Tableau 3.6).

Patel et al., (2009) ont reporté que si la valeur de l'indice diurétique est supérieure a
1,50, cela indique une bonne activité diurétique. Alors que les valeurs de l'indice diurétique
allant de 1,00 a 1,50 et de 0,72 a 0,99 démontrent une activité diurétique modérée et 1égere,
respectivement. Une valeur d'indice diurétique inférieure a 0,72 indique une absence d'activité
diurétique. Dans la présente étude, les valeurs de l'indice diurétique des groupes testés par les
extraits CHCIl3, AcOEt et n-BuOH étaient respectivement de 2,52, 1,09 et 1,16.

D'apres les résultats, on peut observer que l'extrait CHCl; de H. articulata exerce une
bonne activité diurétique en augmentant 1’excrétion urinaire (169,77%) et en augmentant

lI'excrétion de sodium et de potassium par rapport au témoin.
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Un bon diurétique est celui qui occasionne une forte ¢limination de sodium et épargne
le potassium (Sanogo et al., 2009). L'augmentation du volume urinaire s'est également
accompagnée d'une augmentation de l'excrétion de Na® similaire a 1' HCTZ, diurétique

standard.

Tableau 3.6 : Effet des extraits chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol sur I'excrétion
d'¢lectrolytes chez le rat

Traitement Concentration de I’électrolyte (mmol/l)

Na* K* Na*/K* pH
Controle 115,23 £ 1,16 64,09 £2,15 1,77 7,15+1,25
HCTZ 189,05 +2,19 78,91 + 1,63 2,12 7,27 +1,70
H. articulata (CHCI3) 195,53 £2,32° 81,31 1,79 2,14 6,78 £ 0,47
H. articulata (AcOEY) 118,40 £ 2,80  69.13 £ 1,28 1,71 6,96 + 0,65

H. articulata (n-BuOH) 134,91 £2,05™ 72,73 £2,76™ 1,69 7,57+ 1,23

**p < 0,01 et ***p < 0,001 par rapport au groupe témoin positif, n=3.

Des études antérieures ont rapporté des substances phytochimiques comme les
alcaloides, les acides organiques, les stéroides, les terpénoides, les stérols et les sesquiterpénes
dans différents extraits de plantes peuvent exercer un effet diurétique (Patel et al., 2009 ;
Sayana ef al., 2014). Certains flavonoides exercent leur activité diurétique en se liant au
récepteur A de I'adénosine associé a l'action diurétique (Yuliana et al., 2009). En effet, les
saponines par irritation de la muqueuse rénale vont favoriser la sécrétion rénale, augmentant

ainsi le volume urinaire (Bruneton, 2009 ; Rokia ez al., 2009).

3.3.6 Effet hypoglycémique et anti-hyperglycémique des extraits de H. articulata chez le
rat normoglycémique

3.3.6.1 Etude de ’effet des extraits sur la glycémie de rats normoglycémiques

L'effet des extraits chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol de H. articulata
administrées par voie orale a la dose de 200 mg/kg p.c, sur la glycémie a jeun des rats sains, est

présenté dans la figure 3.12.
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Figure 3.12 : Effet des extraits organiques de Hammada articulata et de glibenclamide sur la
glycémie des rats normoglycémiques

La glycémie reste stable au bout de 3 heures d’observation chez les rats témoins n’ayant
recu que de I’eau physiologique. La glibenclamide (substance de référence), administrée a la
dose de 0,3 mg/kg p.c, entraine une diminution de la glycémie des rats traités. Cette
hypoglycémie reste significative 60 min apres 1’administration de glibenclamide et atteint sa

valeur minimale 0,51 + 0,17 g/1, 3 heures apres son administration (p<0,001).

De fagon similaire, I’administration par voie orale des extraits AcOEt et n-BuOH de la
plante testée a la dose de 200 mg/kg s’accompagne d’une baisse de la glycémie de fagon
similaire a celle de glibenclamide. Par contre, I’extrait chloroforme ne modifie pas la glycémie

au bout de 3 heures du traitement par rapport au groupe témoin négatif.

Les résultats montrent une tendance vers une diminution du glucose sanguin pour les
extraits AcOEt et n-BuOH. En effet cette dose fait varier la glycémie de 1,06 a 0,52 et de 0,98
a 0,61 g/l respectivement apres administration des extraits acétate d’éthyle et n-butanol au bout

de 3 heures de traitement (Tableau 3.7).
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Tableau 3.7 : Evolution de la valeur moyenne de la glycémie chez des rats
normoglycémiques apres le traitement aux extraits de H. articulata

Groupes Concentration du glucose (g/1) = SD (n=5)

traités To 30 min 60 min 90min 120 min 150 min 180 min

Témoin (-) 1,05+0,19 090+0,15 092+0,12 1,01+0,14 089+0,12 0,92+0,15 0,99+0,22
Gbe 1,03+0,14 0,86+0,18 0,78+0,14 0,63+0,13 0,59+0,12 0,54+0,11 0,51+0,17
AcOEt 1,06+0,15 1,00+0,12 085+0,16 0,71+0,13 0,66+0,12 0,61+0,14 0,52+0,18
n-BuOH 098+0,14 094+0,12 0,87+0,26 0,77+0,11 0,76+0,20 0,73+0,05 0,61+0,14
CHCl; 1,10£0,12 1,03+0,20 094+0,14 092+0,12 087+0,15 0,88+0,11 0,87+0,07

Nombre de répétition n=3

3.3.6.2 Variation de la glycémie chez le rat ayant recu le glucose

Les résultats obtenus dans 1’étude de I’effet des extraits organiques de la plante
Hammada articulata sur la variation de la concentration sanguine du glucose chez les rats
normoglycémiques nous ont conduits a évaluer I’effet anti-hyperglycémiant de ces mémes
extraits par un test de tolérance au glucose. L hyperglycémie est provoquée par 1’administration
par voie orale de glucose aux rats a la dose de 4 g/kg p.c, 30 minutes aprés I’administration

orale de différents extraits organiques de la plante étudiée.

L’activité hypoglycémiante des extraits de H. articulata a été évaluée sur la glycémie a
jeun chez des rats normaux, suite a une surcharge orale en glucose. Une hyperglycémie a été
observée apres une demi-heure chez les rats traités par le médicament et les extraits de H.
articulata et aussi chez les rats du groupe témoin positif. En revanche, ce pic n'a pas été détecté
chez les rats non traités qui recoivent seulement de I’eau physiologique. La figure 3.13 présente
les variations de la glycémie des rats dans un test de tolérance au glucose. La glycémie est
mesurée toutes les 30 minutes, pendant 3 heures. Chez les rats du témoin positif,
I’administration par voie orale de glucose apres prétraitement a 1’eau physiologique (4 ml/kg)
entraine une hyperglycémie avec un pic qui apparait au bout de 30 minutes (1,68 + 0,17 g/l),
correspondant a une variation de la glycémie qui est de 0,65 g/l (Tableau 3.8). Cette
hyperglycémie est toutefois transitoire et diminue progressivement et la glycémie basale est

retrouvée 3 heures aprés 1’administration du glucose.
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Figure 3.13 : Evolution en fonction du temps de la glycémie chez des rats hyperglycémiques
prétraités avec la glibenclamide et les extraits de H. articulata

Par ailleurs, une activité anti-hyperglycémiante significative a été obtenue pour les rats
traités par les extraits acétate d’éthyle, n-butanol et la glibenclamide montrant une baisse
progressive de la glycémie de base au bout de 3 heures par rapport au groupe témoin (p<0,001).
Le pic de la glycémie a été réduit et suivi par une chute rapide au-dessous de la valeur de base
au bout d’une heure (Figure 3.13). Par contre, I’administration par voie orale de I’extrait
chloroforme de H. articulata a la dose 200 mg/kg a diminué légerement le pic de la glycémie
(1,58 £ 0,12 g/1) induite par le glucose par rapport aux groupes traités par la glibenclamide et
les autres extraits de la méme plante.

Par la suite, ’hyperglycémie est progressivement réduite et se stabilise autour de 0,99 +
0,11 g/l au bout de 3 heures apres 1’administration du glucose, alors que les extraits AcOEt et

n-BuOH ont réduit la glycémie aprés 3 heures jusqu’a 0,67 g/l et 0,7 g/l respectivement.

En revanche, I’administration des extraits acétate d’éthyle et n-butanol entraine une
baisse de la glycémie respectivement de 50% et de 45,83% au terme de la premiere heure
suivant le traitement. Cette réduction s’¢levé a 60,12% pour I’extrait acétate d’éthyle et de

58,33% pour ’extrait n-butanol au bout de 2 heures suite au gavage oral par le glucose.

102 |Page



Chapitre 3 Evaluation des activités biologiques in vitro et in vivo

Tableau 3.8 : Evolution en fonction du temps de la valeur moyenne de la glycémie chez des
rats hyperglycémiques apres le traitement aux extraits de H. articulata

Groupes Concentration du glucose £+ SD (g/l)

traités To 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min

Témoin (-) 1,02+0,13 1,01£0,15 1,02+0,16 096+0,13 098+0,12 1,03+0,11 0,99 £ 0,21
Témoin (+) 1,03+0,11 098+0,17 1,68+0,14 1,35+0,17 1,16+0,12 1,01+0,10 1,00 £ 0,11

Glibe 1,05+0,11 1,01+0,12 1,45+0,08 1,18+0,13 0,78+0,20 0,65+0,13 0,57+0,12
AcOEt 1,01 +0,16 098+0,17 1,48+0,14 121+0,15 0,84+0,12 0,72+0,14 0,67+0,11
n-BuOH 1,03+0,12 1,01+0,20 1,51+0,11 1,16+0,12 091+0,15 0,75+0,11 0,70 £ 0,09

CHCI; 1,04+0,12 1,02+0,12 1,58+0,14 1,27+0,15 1,09+0,12 0,98+0,14 0,99 +0,11

L’effet hypoglycémiant de ’extrait acétate d’éthyle étant plus significatif parmi les
extraits de H. articulata (p<0,001). (Figure 3.13).

Les extraits AcOEt et n-BuOH sont capables de diminuer I’hyperglycémie, en
améliorant la tolérance orale au glucose chez les rats normaux. Ces deux extraits ont provoqué
une baisse de la glycémie de base de manicre drastique au bout de 3 heures comparativement

au témoin positif et similaire a I’effet de la glibenclamide.

Les constituants phytochimiques peuvent intervenir en inhibant 1’absorption intestinale
du glucose, en favorisant ’utilisation du glucose par le muscle et les tissus adipeux, ou en

stimulant la sécrétion de 1’insuline par le pancréas (Alsahli and Gerich, 2017).

En effet, sur le plan phytochimique de notre étude, plusieurs études ont décrit que les
composés les plus soupgonnées appartiennent aux familles des alcaloides, des flavonoides et
des saponines agissent en synergie, et interviennent comme inhibiteurs dans I’absorption
intestinale du glucose, ou sur la stimulation de la sécrétion de I’insuline ou une amélioration de

’utilisation périphérique du glucose (Alsahli and Gerich, 2017).

La quercétine, qui est un polyphénol de la famille des flavonoides, a fait 1’objet de
nombreuses études sur un modele de rat diabétique dont le diabete a été induit par la

streptozotocine, diminue la glycémie et améliore la tolérance au glucose (Vessal et al., 2003).
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La kaempférol posséde les propriétés de baisser le taux de glucose sanguin et du glucose
dans le muscle soléaire du rat et aussi améliore la sécrétion de l'insuline (Vinayagam and Xu,
2015).

De plus, des propriétés antidiabétiques ont également été attribuées au resvératrol lors
d’études in vivo et in vitro. L’administration orale de resvératrol (5 mg/kg/jour pendant 30
jours) permettrait de normaliser I’hyperglycémie chez des rats diabétiques (Palsamy and

Subramanian, 2008 ; Lee ef al., 2012).

3.4 Conclusion et perspectives

A la lumiére de ces résultats, nous pouvons dire que 1’espéce Hammada articulata, est
une plante médicinale a activité diurétique, anti-inflammatoire et anti-hyperglycémiante. Nos
résultats sont remarquables car ils ouvrent des perspectives expérimentales qui devraient nous
permettre de poursuivre cette étude par des analyses phytochimique et pharmacologique, plus
approfondies afin de mieux déterminer les composés bioactifs responsables de ces activités et

évaluer leur efficacité, leur innocuité et leur synergie potentielle.
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Chapitre 4 Etude de ’inhibition des substances naturelles contre la corrosion de acier

4.1 Introduction

Ce chapitre est consacré a I’évaluation du pouvoir inhibiteur des substances naturelles
présentes dans la plante Hammada articulata contre la corrosion de I’acier inoxydable 316L en
milieu acide. L’efficacité inhibitrice sera évaluée en utilisant trois techniques indépendantes ;
la méthode gravimétrique (la mesure de perte de masse), la polarisation potentiodynamique et
la spectroscopie d’impédance électrochimique. Puis, nous avons calculé certains parameétres

thermodynamiques du processus d’adsorption (AG%,as) & partir de I’isotherme d’adsorption.

Notre étude est divisée en deux parties ; la premiere partie est consacrée a 1’étude
¢lectrochimique des extraits organiques issus de notre plante comme inhibiteurs verts de la

corrosion de I’acier inoxydable 316L en milieu HCI 1 M.

Le deuxiéme volet du présent travail a été consacré a 1’étude de 1’activité inhibitrice de
I’huile essentielle de Hammada articulata sur le méme métal mais dans le milieu acide
chlorhydrique 0,5 M. Une étude comparative des efficacités inhibitrices obtenues a partir de

I’¢tude électrochimique a été réalisée.

4.2 Conditions expérimentales

Le matériau utilis¢ comme ¢électrode de travail dans cette étude est 1’acier inoxydable
316L (AI 316L) dont la composition chimique est donnée dans le tableau 4.1. (Korinko and
Malene, 2001).

Tableau. 4.1 : Composition chimique de I’acier inoxydable 316L en % massique

Elément C P S Cu Mn Si Mo Ni Cr Fe
Teneur (%) 0,02 0,054 0,02 0,2 1,0 1,0 3,0 11,03 16,01 balance

Les coupons de I’acier de dimensions 1 cm x 1 cm x 0,1 cm, ont été utilisés comme
¢lectrode de travail pour les mesures électrochimiques. Afin d’obtenir des résultats fiables et
reproductibles, I’¢lectrode du travail subit avant chaque manipulation, un prétraitement, qui
consiste en un polissage de la surface par un papier abrasif de granulométrie de plus en plus
fine : du papier de carbure de silicium (SiC) de grade 120, 600 et 1200, suivie d’un rincage avec
de I’eau distillée puis un dégraissage dans 1’acétone et enfin un séchage sous flux d’air.

La solution agressive utilisée est constituée d’une solution d’acide chlorhydrique a deux

concentrations 1 M et 0,5 M.
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Pour les trois extraits (CHCI3, AcOEt et n~-BuOH) de la plante H. articulata, nous avons
utilisé la solution d’acide chlorhydrique 1 M. La gamme de concentrations utilisée varie de 250
a 1000 ppm pour les différents extraits. Cette gamme de concentrations a été déterminée apres

une étude de la solubilité de 1’inhibiteur dans le milieu corrosif.

L’huile essentielle obtenue a partir de la partie aérienne de la plante Hammada
articulata a été testée comme inhibiteur de la corrosion de I’AI 316L dans la solution corrosive

HC1 0,5 M a différentes concentrations (300 ppm, 600 ppm, 800 ppm et 1000 ppm).

4.2.1. Etude gravimétrique

Les mesures de pertes de masse sont une premicre approche de 1’étude de 1’inhibition
de la corrosion d’un métal dans une solution électrolytique. Cette méthode présente 1’avantage
d’étre facile a mettre en ceuvre et ne nécessite pas un appareillage important, seulement une
balance analytique précise a quatre chiffre décimales, un thermostat qui permet de maintenir

I’¢lectrolyte a température constante T = 25°C.

Les coupons de I’acier sont pesés avant et aprés I’immersion dans la solution d’acide
chlorhydrique. Pour chaque extrait (et pour 1’huile), quatre concentrations sont étudiées. La
variation de la masse est déterminée apres 72 h d’immersion dans la solution corrosive, apres
addition de différentes concentrations des extraits (ou de I’huile) de la plante testée. La vitesse

de corrosion est déterminée apres 72 h d’immersion a température constante.

4.2.2. Etudes électrochimiques

Contrairement aux techniques gravimétriques, les mesures ¢électrochimiques
représentent une technique plus compléte puisqu’elles étudient la base du phénomene de
corrosion via un processus ¢€lectrochimique. Pour cette raison, nous avons travaillé sur
I’approchement des processus qui peuvent intervenir lors de la corrosion de ’acier 316L en
milieu acide en utilisant les trois extraits organiques ainsi que 1’huile obtenus a partir de la partie
aérienne de H. articulata par mesures des courbes courant-potentiel et la spectroscopie

d’impédance électrochimique.

Les expériences électrochimiques sont effectuées a 1’aide d’un potentiostat de marque
Solartron 1287, piloté par un ordinateur, d’un bain thermostaté constitué d’une résistance

chauffante et d’un thermometre de contact permettant de contrdler la température.
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Le traitement des données a été réalisé par un logiciel type CorrWare® permettant de
suivre I’évolution du potentiel en fonction du temps ainsi que les tracés des courbes de

polarisation ¢électrochimiques. Le montage est schématisé par la figure 4.1.

Figure 4.1 : Dispositif de mesure électrochimique

La cellule cylindrique de mesure électrochimique utilisée est, a double paroi en verre
pyrex d’une capacité de 100 ml. Avant chaque expérience, la cellule a été nettoyée par 1’éthanol,
rincée a ’eau distillée et séchée. Cette cellule est équipée d’un montage conventionnel a trois

¢électrodes a savoir :

> Une électrode de travail (ET) en AI 316L d’une surface carrée mesurant 1 cm?.

» Une électrode auxiliaire (contre électrode) en platine (CE)

» Une électrode de référence au calomel saturée Hg / Hg>Clo / KCI1 (ECS). Elle présente
un potentiel de + 0,241 V par rapport a I’électrode standard d’hydrogene.

L’¢lectrode de travail a été placée au fond de la cellule a trois électrodes en face de la

contre ¢lectrode (Figure 4.2).

Les courbes Intensité-Potentiel sont obtenues en mode potentiodynamique en utilisant
la méthode de Tafel, a faible vitesse de balayage de 1 mV/s, aprés une heure d’immersion de

I’électrode dans la solution corrosive avec et sans inhibiteur.
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(b)—

©
L —

Figure 4.2 : Cellule électrochimique a trois ¢électrodes comprenant une électrode de référence
(a), une contre-¢lectrode (b) et une €lectrode de travail (c)

Cette valeur de la vitesse de balayage permet d’une part d’avoir une approche valable
de D’état stationnaire et d’autre part elle épargne la modification du milieu corrosif et
I’éventuelle détérioration de la surface de 1’¢lectrode de travail. Le domaine du potentiel exploré

est de —600 a +200 mV/ECS.

Le tracé des courbes intensité-potentiel permet la détermination du potentiel de
corrosion (Eco), la résistance de polarisation (Rp), la densité de courant de corrosion (Ico), les

pentes cathodiques (bc) et anodiques (b.) de Tafel.

L’efficacité inhibitrice a été déterminée a 1’aide d’une méthode électrochimique basée
sur I’exploitation des courbes courant-potentiel stationnaire en mode potentiodynamique dans

le domaine anodique et cathodique.

Les spectres d’impédance obtenus au potentiel de corrosion (Ec.-) sont enregistrés apres
une demi-heure d’immersion pour les différents extraits testés (ou HE) en utilisant un analyseur
de fréquence de marque Solartron 1260, piloté par un logiciel Zplot® et qui fonctionne dans
une gamme de fréquence de 10~ Hz—10° Hz et peut délivrer une tension sinusoidale d’amplitude

ajustable.
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4.3 Résultats et discussion
4.3.1 Utilisation des extraits organiques de ’espece H. articulata comme des inhibiteurs

verts de la corrosion de I’AI 316L

Dans cette partie de notre travail, les trois extraits (CHCI3;, AcOEt, et n-BuOH) de
Hammada articulata ont été testés pour leur effet inhibiteur sur la corrosion de 1’acier
inoxydable 316L dans un milieu HCI 1 M. Nous avons utilisé trois techniques expérimentales
indépendantes ; la méthode gravimétrique, la méthode de polarisation potentiodynamique et la

spectroscopie d’impédance électrochimique.

4.3.1.1 Etude gravimétrique

Une des premicres démarches suivies pour connaitre le comportement inhibiteur/métal,
est la mesure de la vitesse de corrosion (Veorr) par la méthode gravimétrique. Dans le but de
vérifier les effets de la concentration inhibitrice des trois extraits (CHClz, AcOEt et n-BuOH)
sur la corrosion de 1’acier inoxydable 316L, une série d’expériences a été menée en utilisant
quatre gamme de concentrations pour chaque extrait ; 250 ppm, 500 ppm, 750 ppm et 1000
ppm. Dans cette étude, des mesures de perte de masse ont été effectué¢es dans un milieu HCI 1
M en absence et en présence de différentes concentrations d’inhibiteurs, pour les trois extraits

étudiés, a température constante pour une durée d'immersion de 72 heures.

L'efficacité inhibitrice E; (%) a été calculée a partir de 1'équation (1.4) présentée dans le
chapitre 1. Les valeurs de E; (%) et de Veorr oObtenues a partir de la méthode de perte de masse a

différentes concentrations d'extraits sont représentées dans le tableau 4.2.

La figure 4.3 représente la variation de la vitesse de corrosion et de I’efficacité
inhibitrice de 1’acier dans le milieu corrosif en présence et en absence de différentes

concentrations de I’inhibiteur.

Les résultats montrent clairement que les extraits : chloroforme, acétate d'éthyle et n-
butanol de I’espece H. articulata inhibent la corrosion de 1’acier dans le milieu acide pour toutes
les concentrations utilisées dans cette étude. En effet, la valeur de l'efficacité inhibitrice
augmente tandis que la vitesse de la corrosion diminue avec 1'augmentation de la concentration

de l'inhibiteur.
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Tableau 4.2 Influence de la concentration de I'inhibiteur sur la vitesse de corrosion (Vcorr) de
I’AI 316L et sur I'efficacité inhibitrice (E;) apreés une durée d'immersion de 72 h

tnbibiteyr  COnCentaton Vo 0 o

Blanc -- 0,222 - -

250 0,106 0,5225 52,25

Extrait 500 0,057 0,7432 74,32

CHCI; 750 0,031 0,8595 85,95

1000 0,021 0,9054 90,54

250 0,076 0,6576 65,76

Extrait 500 0,034 0,8468 84,68

AcOEt 750 0,017 0,9234 92,34

1000 0,008 0,9640 96,40

250 0,101 0,5450 54,50

Extrait 500 0,046 0,7928 79,28

n-BuOH 750 0,020 0,9100 91,00

1000 0,011 0,9504 95,04

A la lumiére de ces résultats, il apparait que les deux extraits AcOEt et n-BuOH ont un
pouvoir inhibiteur plus important que I’extrait CHCls. En effet, a la concentration de 1000 ppm,
I’extrait AcOEt et D’extrait n-BuOH présentent respectivement une efficacit¢ maximale de
96,40 et 95 %, alors que l'efficacit¢ de 1’extrait CHClz ne dépasse pas 90 % pour la méme

concentration.

Les résultats de perte masse montrent que le pouvoir inhibiteur augmente avec
I’augmentation de la concentration de chaque extrait. L’efficacité d'inhibition de différents

extraits suit la tendance : AcOEt > n-BuOH > CHCls.

I1 est bien connu que la présence d’un inhibiteur en milieu corrosif peut ralentir la vitesse
de corrosion de I’acier en agissant sur I’interface métal/solution par formation d’une couche

protectrice a la surface métallique (Obot et al., 2012 ; Zea et al., 2018).
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Figure 4.3 : Variation de la vitesse de corrosion et de I’efficacité inhibitrice de I’AI 316L en
présence de I’extrait (a) CHCIs, (b) AcOEt, (¢) n-BuOH en milieu HC1 1 M

4.3.1.2 Etudes électrochimiques

Dans cette partie, nous exposerons les résultats obtenus par la méthode de polarisation
potentiodynamique et la spectroscopie d’impédance électrochimiques de 1’acier inoxydable
316L en milieu HCl 1 M en absence et en présence de différentes concentrations en extraits

CHCIl3, AcOEt et n-BuOH de la plante étudice.
4.3.1.2.1 Suivi du potentiel de corrosion au cours du temps

Le potentiel en circuit ouvert (OCP) est un parametre thermodynamique qui indique
la tendance thermodynamique d’un matériau métallique a participer aux réactions de

corrosion électrochimique avec le milieu environnant (Riskin, 2008).
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Figure 4.4 : Suivi du potentiel de corrosion de I’AI 316L dans HCI 1 M avec et sans
inhibiteurs

La figure 4.4 présente 1’évolution du potentiel de corrosion (Eco) en fonction de la
période d’immersion des différents extraits de 1’espece étudiée. Les courbes obtenues pour la
concentration de 1000 ppm ont été comparées a une courbe de référence obtenue sans inhibiteur
(HCI 1 M). L’essai du potentiel libre permet de connaitre le temps d'immersion nécessaire pour
établir les conditions de régime permanent, ce qui est essentiel pour I’essai de la polarisation.
Cependant, les parameétres mesurés ne fournissent pas d'informations sur la cinétique et le taux

de corrosion.

En présence de 1’extrait n-BuOH, le potentiel de corrosion (Eco-) tend a se stabiliser a
une valeur de —300 mV/ECS aprés 30 minutes d’immersion. Lorsque les essais sont conduits
en présence de I’extrait AcOEt, on observe un léger déplacement de E, vers des valeurs plus

positives comparativement au blanc.

La présence de I’extrait CHCl3 influence sur I’évolution du potentiel libre dans le milieu
corrosif. Cette influence se manifeste par le déplacement des valeurs de E... vers des valeurs
plus négatives. Pendant les premiers moments d'immersion, une chute 1égere du potentiel en
circuit ouvert vers des valeurs négatives se produit, puis il commence a se stabiliser, jusqu'a

atteindre une valeur stable.
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4.3.1.2.2 Courbes de polarisation potentiodynamique

La méthode consiste a imposer a la solution une tension donnée par rapport a I’électrode
de référence, et a mesurer la densité de courant résultante traversant 1’électrode de travail. Les
courbes de polarisation permettent de caractériser le comportement électrochimique de
I’inhibiteur dans le milieu corrosif et d’appréhender 1’éventuelle formation du film inhibiteur

(Kumari et al., 2017).

Les paramétres électrochimiques respectifs, y compris la densité de courant de corrosion
(Iecorr), le potentiel de corrosion (Ecor) et 1'efficacité d'inhibition (E; %) sont présentés dans le

tableau 4.3.

Les courbes courant-potentiel résultant de la polarisation cathodique et anodique de
l'acier inoxydable 316L dans HCI 1 M, en absence et en présence de différentes concentrations
des extraits chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol de Hammada articulata sont présentées

dans la figure 4.5.

Les paramétres €lectrochimiques tels que la densité de courant de corrosion (I..-) et le
potentiel de corrosion (Eco~) ont été calculés a partir de l'intersection des pentes de Tafel
anodique et cathodique des courbes de polarisation (Znini ef al., 2012). A partir des mesures
de données de polarisation électrochimique, il apparait que la densité de courant de corrosion
(Icorr) diminue considérablement avec 1'augmentation de la concentration jusqu'a atteindre les
valeurs minimales 2,08 ; 0,74 et 1,08 nA/cm? a la concentration de 1000 ppm (concentration

optimale) pour les extraits CHCI3, AcOEt et n-BuOH de H. articulata, respectivement.

Cependant, l'efficacité inhibitrice (E;) de ces inhibiteurs verts a été augmentée avec
I'augmentation de la concentration de l'inhibiteur, atteignant 90,20%, 96,51% et 94,91% a
1000 ppm pour les extraits CHCl3, AcOEt et n-BuOH respectivement.

Le parametre 0, qui représente le taux de recouvrement de la surface métallique par les
molécules inhibitrices présentes dans les extraits, a ét¢ déterminé comme indiqué dans le
chapitre 1, par 1’équation 1.5. Bien évidemment, 0 augmente avec 1’augmentation de la

concentration en extrait.
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Tableau 4.3 : Paramétres €lectrochimiques obtenus a partir des courbes de Tafel de I’AI 3161
dans HCI 1 M en présence de différentes concentrations des extraits de H. articulata

IohibItUr () VIECS A  @em) ci

Blanc -- 312 21,22 4653 -- --

250 358 9,77 8493 0,539 53,96

500 450 4,97 15580 0,7657 76,57

CHCIs 750 475 3,36 24260 0,841 84,16

1000 505 2,08 39005 0,895 90,20

250 286 7,36 11217 0,653 65,31

500 278 2,60 26250 0,877 87,75

AcOEt 750 233 1,46 47190 0,931 93,12

1000 251 0,74 67737 0,965 96,51

250 303 9,92 8247 0,532 53,25

500 305 3,21 24096 0,848 84,87

n-BuOH 750 309 1,80 45393 0,915 91,52

1000 307 1,08 60674 0,949 94,91

Les valeurs de la résistance de polarisation (Rp) de I'acier dans HCI 1 M en absence et
en présence de différentes concentrations des inhibiteurs testés sont également présentées dans
le tableau 4.3. La résistance de polarisation étant inversement proportionnelle a la densité de

courant de corrosion et augmente avec l'augmentation de la concentration en inhibiteur.

En général, une premicre analyse de ces courbes, montre que les réactions sont affectées
par ’ajout de I’inhibiteur vert. En effet, les réactions anodique et cathodique d’un acier dans
une solution acide aérée sont caractérisées par 1’oxydation de ’acier et par la réduction de

I’hydrogene dissous dans le milieu.

En plus, I’ajout de I’inhibiteur en solution HCI 1 M réduit la dissolution anodique et
retarde également la réaction de dégagement d'hydrogéne. Le mécanisme de dissolution
anodique du fer qui a été rapporté pour la corrosion de 1'acier dans des solutions HCl est présenté

dans les réactions suivantes (Moretti ef al., 2013) :
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Fe + Cl — (FeCl )ags 4.1)
(FeCl )ads — (FeCl)ags + € 4.2)
(FeCl)ags — (FeCl') + ¢ 4.3)
(FeCl') — Fe' +CI" 4.4)

Alors que les étapes de dégagement cathodique de I'hydrogéne en milieu acide sont :

Fe + H" — (FeH)aas 4.5)
(FeH+)ads te — (FeH)ads (4'6)
(FeH)uss + H" + ¢ — Fe + Ha 4.7)
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Figure 4 .5: Courbes de polarisation de I’AI 316L en milieu HCI 1 M contenant les
extraits : (a) CHCIs, (b) AcOEt, (c) n-BuOH a différentes concentrations
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L’inhibiteur cathodique bloque la réaction de réduction ce qui entraine la diminution de
la densité de courant cathodique et le déplacement du potentiel de corrosion dans le sens négatif.
Par contre I’inhibiteur anodique bloque la réaction d’oxydation, ce qui conduit a une diminution
de la densité de courant de dissolution du métal, et le déplacement du potentiel de corrosion
dans le sens positif et I’adsorption a lieu sur les sites anodiques (Revie ef al., 2000 ; Bai and

Bai, 2014).

On reléve donc, que nos extraits, réduisent a la fois la dissolution anodique de l'acier et
retarde 1'évolution de la décharge cathodique en hydrogene. Le phénoméne d’inhibition observé
est, généralement, décrit comme étant di a la formation d’une couche d’inhibiteur adsorbée a

la surface de 1’électrode.

Selon la littérature, un inhibiteur peut étre classé¢ comme de type cathodique ou anodique
si le déplacement du potentiel de corrosion en présence de l'inhibiteur est supérieur a 85
mV/ECS, en valeur absolue, par rapport a celui en absence de l'inhibiteur (Alibakhshi ez al.,

2018).

D’aprés les courbes de polarisation de la figure 4.5 (a), on peut conclure que ’addition
de I’extrait CHCI3 dans le milieu corrosif déplace le potentiel de corrosion vers des valeurs plus
négatives (déplacement cathodique jusqu'a 193 mV/ECS pour la concentration de 1000 ppm).
Cela signifie que ’extrait chloroforme peut étre classé comme inhibiteur de type cathodique

(Hewlett et al., 2019).

Les courbes de polarisation de la figure 4.5 (b) montrent que I’ajout de I’extrait AcOEt
a différentes concentrations, provoque un déplacement du potentiel vers des valeurs plus
anodiques et conduit a une diminution des densités de courant de corrosion anodiques. D'apres
les résultats du tableau 4.3, le déplacement maximal de la valeur E,-était de 61 mV/ECS vers
la région anodique. On peut conclure que l'extrait AcOEt peut étre classé comme un inhibiteur

de type mixte avec une prédominance de caracteére anodique.

De plus, il a été observé que la présence de l'extrait n-BuOH a différentes concentrations
dans la solution acide ne modifie pas le potentiel de corrosion de I’acier (une faible différence
entre les potentiels de corrosion avec et sans inhibiteur ne dépasse pas 3 mV) (Figure 4.5 (¢)).

On peut dire que l'extrait n-butanol peut étre classé comme un inhibiteur de type mixte.
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En effet, 'inhibiteur joue un réle important dans la protection de 1’acier contre la
corrosion. Cette protection est observée dans les trois milieux d’études.

Ce qui suggere que les molécules inhibitrices forment une couche adsorbée sur la
surface de l'acier en bloquant ainsi le processus de corrosion. L’allure des courbes de
polarisation obtenues dépend des processus physico-chimiques responsables des phénoménes

de corrosion (Hossain et al., 2020).

Les valeurs de I’efficacité inhibitrice (E; %) calculées sont en bon accord avec celles
obtenues a partir des mesures de perte de masse (Tableau 4.3). Pour les quatre concentrations
étudiées, ’extrait acétate d’éthyle et I’extrait n-butanol sont légérement plus efficace que
I’extrait chloroforme. Ceci peut étre attribué, soit a la teneur la plus élevée en polyphénols et
flavonoides dans les extraits AcOEt et n-BuOH, soit a la composition chimique riche en
alcaloides pour I’extrait CHCI3. On note d’apres nos résultats, que les trois extraits chloroforme,
acétate d'éthyle et n-butanol pourraient étre considérés comme de bons inhibiteurs verts de

corrosion de I’acier inoxydable 316L en milieu acide.

4.3.1.2.3 Spectroscopie d’impédance électrochimique

Afin d'obtenir des informations sur la cinétique de la corrosion de I’acier en présence
des extraits végétaux étudiés, le processus électrochimique se déroulant au potentiel de circuit

ouvert a été examiné par spectroscopie d'impédance électrochimique (SIE).

Dans ce sens, les diagrammes de Nyquist de I’acier 316L immergé dans la solution acide
sans et avec addition de différentes concentrations des extraits chloroforme, acétate d’éthyle et
n-butanol sont représentés dans la figure 4.6. Ces diagrammes sont obtenus apres 30 minutes
d’immersion en circuit ouvert. Les valeurs des parametres €lectrochimiques et de 1’efficacité
inhibitrice E; (%) des extraits testés pour la méme gamme de concentration sont regroupées

dans le tableau 4.4.

Selon la figure 4.6 (A), des demi-boucles inachevées ont été observées pour ’acier
immerg¢ dans la solution HCI contenant différentes concentrations de 1’extrait chloroforme. En
revanche, l'introduction progressive de 1’inhibiteur dans la solution agressive provoque une
augmentation de la taille des boucles qui a été attribué au processus de transfert de charge qui
se produit a I'interface métal/€lectrolyte ou li¢ a la propriété du film passif de surface (Ningshen

et al., 2009 ; Boudalia ez al., 2013)
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Figure 4.6 : Diagramme de Nyquist de I’acier 316L dans HCI 1 M contenant les extraits : (A)
CHCI3, (B) AcOEt et (C) n-BuOH a différentes concentrations

En effet, I'évolution des diagrammes de l'impédance électrochimique en fonction de la

concentration en extrait chloroforme a été analysée en simulant les données expérimentales a

l'aide d'un circuit ¢électrique équivalent (CEE) approprié.

Un bon ajustement paramétrique des diagrammes d’impédance expérimentaux pour

toutes les concentrations utilisées a été obtenu en utilisant le modele CEE (Figure 4.7).
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Figure 4.7 : Digramme de Nyquist expérimental et ajusté pour ’interface de I’AI 316L dans
HCI1 1 M Contenant I’extrait CHCl3

Les diagrammes de Nyquist de la figure 4.6 (B), obtenus avec 1’extrait acétate d’éthyle
montre bien la présence d’une seule boucle capacitive semi-circulaire, dont la taille augmente
avec 1’augmentation de la concentration en inhibiteur, due a la formation progressive d'un film
protecteur sur la surface de 1'¢lectrode. Ce processus de corrosion est contrdlé par le phénomene

de transfert de charge.

Les diagrammes de Nyquist de la figure 3.6 (C), obtenus avec |’extrait n-BuOH
montrent la méme tendance que celui de ’extrait AcOEt et sont caractérisées par une seule
boucle qui indique que la dissolution du métal est principalement contrélée par un processus de
transfert de charge. Dans cette étude, deux circuits équivalents généraux permettant la bonne
description de ces types de diagrammes d'impédance ont été proposés et sont illustrés a la figure

4.8.

Sans inhibiteur, la simulation de diagramme de Nyquist peut étre modélisée en utilisant
un modele de circuit de Randles standard. L’ensemble est constitu¢ d’un élément a phase
constante (CPE), utilisé a la place de la capacité a double couche (Cu.) pour rendre compte des
impuretés et des inhomogénéités de la surface métallique, une résistance de transfert de charge
(Rs) positionnée en paralléle avec une résistance de I’électrolyte (Ry) comme illustré a la figure

4.8 (a).
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Figure 4.8 : Modg¢le du circuit équivalent utilisés pour I’acier 316L dans HCI 1M : (a) en
absence de ’inhibiteur (extrait) ; (b) en présence de I’extrait

D'autre part et afin de prendre en compte l'aplatissement dans les diagrammes de
Nyquist obtenu avec les extraits de Hammada articulata, le circuit équivalent de la figure 4.8
(b) a été utilisé.

En présence de I’inhibiteur, le circuit est constitué par une résistance de 1’¢lectrolyte
(Rs) en série avec un élément de capacité du film (CPEy), en parall¢le avec une résistance du
film d’adsorption (Ry) qui est elle-méme en série avec un élément formé de la capacité de la
double couche (CPEg) et une résistance de transfert de charge (R«). Dans ce cas, Ry et CPEs
sont attribués aux réponses des extraits de I’espéce Hammada articulata, tandis que R, et CPE4.
sont respectivement attribuées a la résistance de transfert de charge et a la capacité de la double
couche.

La résistance de polarisation totale comprend la résistance du film de l'extrait et la
résistance de transfert de charge (Rp = Ry+ Ry). Cette résistance a été utilisée pour calculer
l'efficacité d'inhibition (Tao et al., 2020).

En présence des inhibiteurs verts de corrosion (extrait CHCls, extrait AcOEt et extrait
n-BuOH), la valeur de la résistance de polarisation obtenue est tres élevée que celle obtenue
sans inhibiteur (Tableau 4.4), du fait que les molécules inhibitrices occupent les centres les plus
efficaces et aussi la valeur de la capacité¢ de la double couche est diminué, ce qui justifie la
formation d’un film protecteur agissant par adsorption sur la surface de I’acier (Moretti et al.,

2013).

L’augmentation de la résistance de transfert de charges R, était accompagnée d’une
diminution des valeurs de la capacité double couche Cga. Cela suggere que les molécules
inhibitrices présentes dans les trois extraits agissent par adsorption a l'interface métal/solution

(Satapathy et al., 2009).
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Tableau 4.4 : Parameétres d’impédance ¢électrochimique de I’AI 3161 immergé dans

HCI 1M sans et avec différentes concentrations des extraits CHCl3, AcOEt et n-BuOH

_ C R, Ry CPE; Rec CPE4 Rp E,
Inhibiteur (ppm) (Qem») Qem?) @WFem?)  Qem?) (@F em?)  (Qcm?) (%)
Blanc - 9,80 - -- 5584 86,5 5584 --
250 4325 4001 26,5 7890 63,2 11891 53,04
CHCL: 500 6,45 9356 14,4 12456 48,4 21812 74,40
750 57,86 12398 9,8 21567 25,8 33965 83,56
1000 30,03 21393 6,5 33214 16,1 54607 89,77
250 48,64 5375 8,7 10329 46,5 15704 64,44
AcOEt 500 49,01 13987 6,4 22764 16,7 36751 84,80
750 45,63 24307 5,2 41760 11,8 66067 91,55
1000 41,51 33596 3,1 61237 6,2 04833 94,11
250 11,17 4607 11,7 6849 42,1 11546 51,64
n-BuOH 500 14,75 15167 8,3 18568 36,3 33735 83,45
750 24,15 24991 6,3 38560 14,9 63551 91,21
1000 19,51 28201 4,9 56743 9,4 84944 93,43

L'efficacité inhibitrice des extraits testés augmente avec l'augmentation de la

concentration de 'inhibiteur jusqu'a atteindre la valeur optimale de 89,77% pour l'extrait CHCls3,

94,11% pour l'extrait AcOEt et 93,43% pour I’extrait n-BuOH. Les résultats obtenus montrent

une trés bonne concordance entre les trois méthodes utilisées.

4.3.1.3 Isotherme d’adsorption des extraits sur la surface métallique

L'adsorption efficace d'un inhibiteur sur une surface métallique est basée sur

l'interaction entre les molécules inhibitrices présentes dans I’extrait et la surface métallique qui
peut étre fournie par les isothermes d'adsorption (Behpour et al., 2014). Plusieurs isothermes
d'adsorption ont ¢té testées et I'isotherme d'adsorption de Langmuir s'est avérée €tre la meilleure

pour fournir la description du comportement d'adsorption des inhibiteurs étudiés.

Pour une température donnée, on peut tracer la courbe C;/0 en fonction de la

concentration massique de I’inhibiteur vert C;,;. Le taux de recouvrement de la surface (6) pour
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les quatre concentrations de chacun des trois extraits de la plante étudiée en milieu acide a été

calculé a partir des données de perte de masse et reportées dans le tableau 4.2.

Les résultats sont présentés sous forme graphiques dans la figure 4.9. L’analyse de ces

courbes montre que pour les trois extraits la variation C;u/0 en fonction de la concentration de

I’inhibiteur est linéaire, avec une valeur du coefficient de régression trés proche de 1’unité (de

I’ordre de 0.99). Cela montre que I’adsorption des molécules inhibitrices présentes dans les

extraits testés sur la surface de I’Al 316L en milieu HCI obéit a I’isotherme d’adsorption de

Langmuir.
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Figure 4.9 : Isothermes d’adsorption de Langmuir pour I’acier 316L dans HC1 1 M en
présence des extraits : (a) CHCI3, (b) AcOEt et (¢) n-BuOH a T=298 K
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Ce type d’isotherme implique I’hypothése, que tous les sites d'adsorption sont
équivalents et que I’inhibition de la corrosion est due a la formation d’une monocouche sur la
surface métallique, réduisant le contact avec 1’¢lectrolyte et que les interactions entre les

molécules adsorbées sont négligeables (Kecili, 2018).

Afin de connaitre la nature du mode¢le d'adsorption, nous avons calculé 1'énergie libre
d'adsorption standard AG%qs. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 4.5.
Généralement, Les valeurs négatives de AG%qs indiquent la spontanéité du processus
d'adsorption et la stabilité¢ de la couche adsorbée sur la surface métallique (Bahrami et al.,
2010). Pour des valeurs de AG%,qs autour de —20 kJ mol™!, les interactions électrostatiques entre
les molécules chargées et le métal chargé sont liées aux phénoménes de physisorption. Ceux
autour de —40 kJ mol™! sont associés aux phénomenes de chimisorption impliquant un transfert

de charges entre les molécules organiques et la surface métallique (Behpour et al., 2014).

Tableau 4.5 : Parameétres d'adsorption de l'isotherme de Langmuir pour I'Al 316L dans HCl
1 M contenant les extraits CHCl3, AcOEt et n-BuOH a différentes concentrations

Inhibiteur Pente Kaas (L/g) R? AG%qs (kJ mol™)
Extrait CHCl3 0,83 3,80 0,99884 -20,42
Extrait AcOEt 0,87 6,16 0,9996 -21,62

Extrait n-BuOH 0,80 4,03 0,9937 —20,57

Les valeurs calculées de 1'énergie libre d'adsorption résultant de la méthode de perte de
masse sont —20,42 ; —21,62 et —20,57 kJ mol! pour les extraits de chloroforme, d'acétate
d'¢thyle et de n-butanol, respectivement (Tableau 4.5). Par conséquent, il est clair que les
composants phytochimiques présents dans les extraits testés sont physiquement adsorbés sur la

surface de I’acier inoxydable 316L.

4.3.1.3.1 Mécanisme d’inhibition par les molécules présentes dans les extraits organiques
de H. articulata

Les constituants phytochimiques présents dans les extraits de plantes sont utilisés
comme inhibiteurs de corrosion car l'effet inhibiteur est dii a 'adsorption des molécules

inhibitrices sur la surface du métal, donnant au métal un film protecteur en bloquant les sites
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actifs (Bourazmi et al., 2018). Plusieurs composés organiques provenant des extraits de
plantes, tels que les alcaloides, les flavonoides, les polyphénols, les stéroides et les tannins ont
été proposés car leurs structures présentent certaines propriétés avancées pour agir comme
inhibiteurs de corrosion (Ali, 2016 ; Fouda et al., 2017). Ces composés contiennent des
hétéroatomes et des cycles aromatiques substitués qui favorisent I'adsorption de ces molécules
sur la surface métallique (Chauhan and Gunasekaran, 2007 ; Bouammali et al., 2013 ;

Chaubey et al., 2017 ; Rodriguez-Torres et al., 2018).

La méthode gravimétrique et les méthodes électrochimiques confirment le caractére
inhibiteur des extraits chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol de Hammada articulata en
solution acide. Le processus d'inhibition de I’acier inoxydable 316L dans l'environnement
étudié peut s'expliquer par I'adsorption des constituants phytochimiques actifs présents dans les
extraits testés sur la surface de I'acier, ce qui diminue le processus de la corrosion de la surface
métallique contre l'attaque du milieu agressif. Néanmoins, l'adsorption des molécules
inhibitrices sur l'interface métal/solution est généralement considérée comme un processus de
substitution entre les molécules organiques en solution aqueuse Orgsol) et les molécules d'eau
du solvant H2O(ads) adsorbées sur la surface de 1'électrode selon 1'équation suivante (Moretti et

al., 2013 ; Deyab, 2015) :

Orgsony™ ¥ HyO(aqs) Orgads)t x HyO(s01) (4.8)

Ou x est le nombre de molécules d'eau déplacées par une molécule d'inhibiteur organique.

La présente étude montre que les extraits organiques de Hammada articulata inhibent
la corrosion de I’acier inoxydable 316L en milieu acide par I’intermédiaire de leurs constituants
chimiques. Ces molécules se sont avérées étre les flavonoides et les alcaloides majoritaires
présents dans les extraits. En effet, les extraits acétate d'éthyle et n-butanol sont riches en
composés phénoliques, en particulier en flavonoides, connus pour leurs activités antioxydantes.
Cependant, la propriété inhibitrice de 1'extrait chloroforme était également due a la présence

d'inhibiteurs de type alcaloide (tableau 2.6).

En milieu acide, les composés naturels peuvent étre protonés car ils sont souvent tres
riches en hétéroatomes (O et N) présents dans des groupes fonctionnels (O-H, C=0, C-O, N-
H), et les électrons © des cycles aromatiques. Les expérimentations menées dans le cadre de

notre travail ont montré par la polarisation potentiodynamique et la spectroscopie d’impédance
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¢lectrochimique que la corrosion de 1’acier 316L en milieu acide est diminuée en présence de
différentes concentrations de I’extrait CHCl3, AcOEt et n-BuOH de H. articulata et que cette
inhibition augmente avec I’augmentation de la concentration en extrait. Ainsi nos résultats
montrent clairement que le mécanisme d’inhibition implique le blocage des sites anodiques et
cathodiques de la surface de I’acier par les molécules inhibitrices est de type physisorption. Le
processus d’adsorption physique exige la présence d’une surface métallique électriquement

chargée et des especes chargées dans la solution.

De plus, des études antérieures menées sur I’espece qui a fait I’objet de nos travaux ont
montré que le métabolisme secondaire de cette plante est connu pour sa richesse en alcaloides
avec notamment des molécules comme la salsolidine, 1’isosalsoline, la carnégine, la tryptamine

et d’autres alcaloides appartenant a la famille du B-carboline (Tableau 1.1).

La salsolidine est un simple alcaloide, appartenant a la famille des isoquinolines mais
comme elle n’est pas le seul alcaloide accumulé par 1’espéce étudiée, dans 1’état actuel de notre
recherche, il s’agit de savoir si c’est effectivement le salsolidine ou un autre constituant qui est
responsable de cet effet inhibiteur par adsorption sur la surface de I’acier. En revanche, en
milieu acide, I’amine secondaire qu’est la salsolidine peut étre facilement protonée en raison
du doublet libre présent sur I’atome d’azote, conduisant a la formation de 1’espece inhibitrice

de charge positive (Figure 4.10).

Figure 4.10 : Forme protonée de salsolidine en milieu acide

De plus, en solution acide, la forme protonée de la carnégine est préférentiellement
obtenue pour les mémes raisons que celle de salsolidine a savoir que le doublet de 1’azote.
L’amine tertiaire du noyau carnégine est plus encombrée que celle de la salsolidine, et est en
général légerement plus basique. Tandis que la forme protonée est un sel d’ammonium
quaternaire est plus stable a cause de I’effet inductif donneur (+/) du groupement méthyle

(Figure 4.11).
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Figure 4.11 Forme protonée de la carnégine

La tryptamine est un composé chimique trés répand dans la nature, constitué d'un noyau
indole sur lequel est rattaché une éthylamine. C’est un composé trés basique (pka= 9,52).
D’autre part, le pH des milieux corrosifs en absence et en présence d’inhibiteurs s'est avéré tres
acide. Dans ces conditions, la quasi-totalité de la tryptamine est protonée au niveau du groupe

amine primaire comme indiqué dans la figure 4.12.

ZT
ZT

H;0* Y,

©NH,
NH,

Figure 4.12 : Formes cationique de tryptamine

Etant donné que la surface de l'acier est chargée positivement en milieu acide, il y a
donc deux possibilités pour que la tryptamine protonée puisse agir. Elle peut entrer en
compétition avec les ions chlorure pour les positions sur la surface métallique recouverte d'eau
ou étre ¢électrostatiquement adsorbée sur la surface métallique via du chlorure adsorbé. Dans le
premier cas, les molécules d'eau seront déplacées de la surface métallique et 1'adsorption se
produira trés probablement a travers 1'azote indole. (Eq 4.8). De plus, l'interaction des électrons
7 entre le noyau aromatique et la surface métallique chargée positivement joue ¢galement un
role (Lowmunkhong et al., 2010). En outre, Il faut noter aussi que la molécule inhibitrice
s’adsorbe verticalement sur la surface de I’acier via des interactions latérales importantes
(Khadraoui et al., 2014). Ces interactions conduisent a la formation d’un film protecteur en
raison de I’espace occupée par les cycles aromatiques. Par ailleurs, I’amine secondaire du cycle
indole est conjuguée avec le systeme d’électrons m du cycle aromatique et donc moins
disponible et moins basique.
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En milieu acide chlorhydrique, la surface du métal est chargée négativement en raison
de la présence des ions chlorures spécifiquement adsorbés sur la surface du métal (Figure

4.13) (Ahamad et al., 2011; Darriet et al., 2013).

Transfert d’électron

7w al’orbital d

Physisorption

Transfert d’électron

Interaction électrostatique
n i l'orbital d \

\ |
CACINCACACACINCACACICIMCYELE)

Surface de ’acier 316L

Figure 4.13 : Mécanisme d’adsorption de la salsolidine (a) et de tryptamine (b) sur la surface
de I’AI 316L dans une solution acide

L’interaction entre la surface métallique et les composés présents dans 1’extrait de H.

articulata peut se faire de plusieurs manieres :

» Ces molécules existent sous forme cationique et peuvent interagir avec la surface
métallique chargée négativement suite a 1’adsorption des ions chlorures « Cl™» sur la
surface de I’acier.

» Interactions entre les doublets non liants de I’hétéroatome de la molécule inhibitrice et

les orbitales vacantes (d) des atomes de fer sur la surface métalliques (Bhatt ez al., 2021)
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Il est important de signaler que I’inhibition de la corrosion de 1’acier pourra étre
renforcée par synergie entre les molécules présentes dans I’extrait (Znini e al., 2012 ; Darriet
et al., 2013), mais pour préciser la nature du constituant responsable de 1’inhibition, une étude

plus spécifique est nécessaire .

4.3.2 Etude de Defficacité inhibitrice de ’huile essentielle vis-a-vis de la corrosion de

I’acier 316L en milieu acide

Pour cette étude, nous avons utilisé trois techniques expérimentales : la méthode
gravimétrique, la spectroscopie d’impédance électrochimique (SIE) et la méthode de

polarisation potentiodynamique.
4.3.2.1 Etude gravimétrique

L'effet de l'ajout de l'huile essentielle de Hammada articulata testée a différentes
concentrations sur la corrosion de l'acier inoxydable en milieu HC1 0,5 M a été évalué par des
mesures de perte de masse a 25°C apres 72 h d'immersion. Les valeurs du pourcentage de
l'efficacité inhibitrice (E;) et de la vitesse de corrosion (Veorr) sont répertoriées dans le tableau

4.6.

Tableau 4.6 : Influence de la concentration de 1'huile sur Veorr de I’AI 316L et sur E; aprés
une durée d'immersion de 72 h

Inhibiteur Concentration Vcorr 0 E,
de HE (ppm) (mg cm™' h') (%)

Blanc 0 0,178 - --
300 0,059 0,667 66,75
H. articulata 600 0,025 0,859 85,97
HE 800 0,015 0,914 91,43
1000 0,008 0,955 95,51

On peut constater que I’augmentation de la concentration de 1’huile s’accompagne par
une diminution de la vitesse de corrosion. Cette diminution est importante méme pour des

concentrations faibles en huile (Tableau 4.6).

128 |Page



Chapitre 4 Etude de ’inhibition des substances naturelles contre la corrosion de acier

La vitesse de corrosion diminue de 0,178 a 0,008 mg cm™ h'!, tandis que I’efficacité
inhibitrice croit avec I’augmentation de la concentration en inhibiteur, atteignant une valeur

maximale de 95,51% a une concentration de 1000 ppm (Figure 4.14).

Ce comportement pourrait étre attribu¢ a 'adsorption des composants naturels présents
dans I'huile sur la surface en acier inoxydable entrainant le blocage des sites de réaction, et la
protection de cette surface contre I’attaque des ions agressifs (Verma et al., 2014). Par
conséquent, nous pouvons conclure que I'huile essentielle de H. articulata est un bon inhibiteur

de corrosion pour l'acier inoxydable dans une solution de HCI 0,5 M.
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Figure 4.14 : Variation de la vitesse de corrosion et de ’efficacité inhibitrice de I’AI 316L en
présence de ’huile

4.3.2.2 Techniques électrochimiques

4.3.2.2.1 Suivi du potentiel de corrosion au cours du temps

Les courbes de potentiel en circuit ouvert (OCP) en fonction du temps pour I’AI 3161
dans des solutions acides contenant ’HE a différentes concentrations ont donné un potentiel
assez stable pendant 30 minutes de balayage (Figure 4.15).

La présence des composés phytochimiques dans I'HE de H. articulata déplace
progressivement le potentiel a 1'état d'équilibre vers une direction positive avec I'augmentation

de la concentration en huile.
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Les courbes OCP pour I’acier 316L en milieu HCI 0,5 M en absence et en présence de
différentes concentrations en huile sont presque des lignes droites, suggérant que le potentiel a
l'état d'équilibre avait été atteint. Les valeurs de Ec. étaient comprises entre —300 et —210

mV/ECS.
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-400 | —800 ppm
—— 1000 ppm
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Figure 4.15 : Evolution du potentiel libre en fonction du temps d’immersion pour I’AI 3161

4.3.2.2.2 Polarisation potentiodynamique

Les courbes courant-potentiel pour la polarisation cathodique et anodique de I’AI 3161
dans HCI1 0.5 M avec et sans inhibiteur (HE) sont présentées dans la figure 4.16. Les données
du tableau 4.7 montrent que lorsque la concentration de I’huile essentielle augmente, la densité
de courant de corrosion (Icr) diminue de maniere significative, déplacant le potentiel de

corrosion vers une direction positive.

Cela peut également étre attribué au dépot de composés présents dans 1’huile sur la
surface métallique, qui peut efficacement sceller la surface contre une réaction ultérieure due a

l'interaction entre l'inhibiteur et la surface métallique.
De méme, I’efficacité inhibitrice augmente avec I’augmentation de la concentration de

I’huile, atteignant 96,68% a 1000 ppm. Les données de polarisation potentiodynamique

concordent bien avec les tests de perte de masse.
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Tableau 4.7 : Paramétres électrochimiques obtenus a partir des courbes de polarisation de
I’acier dans HC1 0,5 M en présence et en absence de différentes concentrations de I’huile

Concentration -Ecorr Leorr Rp E/
De ’HE (ppm)  (mV/ECS) (LA cm?) (kQ cm?) (%)
Blanc 308 16,98 1,215 -
300 291 5,53 4,035 67,43
600 260 2,25 8,702 86,74
800 225 1,17 13,164 93,11
1000 210 0,56 25,322 96,68
-2
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Figure 4.16 : Courbe de polarisation de 1’acier inoxydable dans HC1 0,5 M avec et sans
différentes concentrations de I’HE

De plus, on peut remarquer que les courbes de polarisation cathodique ne sont pas
affectées par la présence de 1'huile testée, ce qui met en €évidence le caracteére anodique de 1'huile
étudiée.

Selon la littérature, un inhibiteur peut étre classé¢ comme de type cathodique ou anodique
si le déplacement du potentiel de corrosion en présence de l'inhibiteur est supérieur a 85

mV/ECS, en valeur gbsolue, par rapport a celui en absence de l'inhibiteur (Alibakhshi et al.,
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2018). D’apres les résultats du tableau 4.7, le déplacement le plus élevé de 1'huile était de 98
mV a la concentration de 1000 ppm vers la zone anodique. On peut dire que l'huile peut étre

classée comme un inhibiteur de type mixte a fort caractére anodique.

4.3.2.2.3 Méthode d’impédance électrochimique (EIS)

La figure 4.17 et le tableau 4.8 représentent respectivement les diagrammes de Nyquist
et les parameétres d’impédance de 1’acier 316L dans HCI1 0,5 M en présence et en absence de

différentes concentrations de 1’huile essentielle de I’espece Hammada articulata.

Le diagramme de Nyquist obtenu montre bien la présence d’une seule boucle capacitive
semi-circulaire parfaite, dont la taille augmente avec 1’augmentation de la concentration en
huile, due a la formation progressive d'un film protecteur sur la surface de I'¢lectrode. Ce
processus de corrosion est contrdlé par le phénomeéne de transfert de charge sur une électrode a

surface hétérogene et irréguliere (Bammou et al., 2011).

Tableau 4.8 Paramétres d’impédance électrochimique de I’AI 316L dans HC1 0,5 M sans et
avec différentes concentrations de 1’huile

Concentration Rs Rec Cuc E;
de PHE (ppm) (Q cm?) (kQ cm?) (nF em™) (%)
Blanc 12,18 1,082 12,32 -
300 15,31 3,896 4,63 72,23
600 4,52 6,494 1,95 83,34
800 2,91 11,965 1,81 90,96
1000 0,72 18,883 0,61 94,27

En effet, I'augmentation de la concentration de 1’huile est accompagnée par une
augmentation de la résistance du métal, indiquant que 1'efficacité de I'inhibition est fonction de

la concentration en inhibiteur.

Les valeurs de 1'efficacité inhibitrice E; (%) et les paramétres électrochimiques associés

sont présentés dans le tableau 4.8.
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Figure 4.17 : Diagrammes de Nyquist de I'acier 316L dans HC1 0,5 M en absence et en
présence des différentes concentrations de ’'HE H. articulata

Selon les paramétres issus de diagrammes de Nyquist, I'augmentation de la résistance
de transfert de charge R/ est accompagnée par une diminution de la valeur de la capacité de la
double couche Cqc, qui peut étre attribuée a une augmentation de I'épaisseur de la double couche
¢lectrique. Cela peut s'expliquer par l'adsorption des composants de I’HE a l'interface

métal/solution (Moretti et al., 2013).

Le circuit électrique équivalent utilisé pour traduire l'adsorption de l'inhibiteur sur la
surface de l'acier 316L est représenté sur la figure 4.18. L'interface électrochimique
métal/€lectrolyte est équivalente a un circuit électrique constitué par une résistance de
I’¢lectrolyte (Ry) reliée en série avec un €lément a phase constante (CPE), le tout est en parallele

avec une résistance de transfert de charge (R.) (Figure 4.18).
Rs CPE
v\
Rtc

Figure 4.18 : Circuit ¢lectrique équivalent utilisé pour interpréter les données SIE
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Pour tenir compte des impuretés, de la rugosité de surface et de I'inhomogénéité de
l'acier, le CPE est utilisé a la place de la capacité (C) (Znini et al., 2011). D'autre part, la double
couche formée a l'interface électrode-solution est considérée comme un condensateur
¢lectrique, qui diminue du fait du déplacement des molécules d'eau présentes dans 1'électrolyte
par des molécules adsorbées a la surface de l'acier, formant une couche protectrice qui diminue
le nombre de sites de corrosion actifs selon l'équation (4.8). L'efficacité inhibitrice a été

augmentée de 72,23% a 94,27% avec I’accroissement de la concentration.
4.3.2.2.4 Etude comparative

Une étude comparative a été réalisée en comparant les valeurs de l'efficacité inhibitrice
obtenues par les différentes méthodes utilisées précédemment (la perte de masse, la polarisation
potentiodynamique et la spectroscopie d’impédance électrochimique). La figure 4.19 montre

un histogramme qui compare les valeurs E; (%) obtenues.

100

80
70
60
50
40
30
20
10

E1 (%)

300 600 800 1000

= Perte de masse O Polarisation B EIS

Figure 4.19 : Comparaison des valeurs de E; obtenues par les méthodes de perte de masse, de
courbes de polarisation et de la SIE

On peut voir clairement que quelle que soit la méthode utilisée, aucun changement

significatif n'est observé dans les valeurs de 1’efficacité inhibitrice.
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Nous pouvons alors conclure qu'il existe une bonne corrélation avec les trois méthodes
utilisées dans cette étude pour toutes les concentrations testées et que l'huile de Hammada
articulata est un inhibiteur de corrosion efficace. Cette corrélation entre trois techniques

indépendantes, prouve la validité des résultats.
4.3.2.3 Isotherme d’adsorption de I’huile sur la surface de I’acier

Une ligne droite a été obtenue lorsque nous avons tracé C;,»/0 en fonction de Ciu, avec
un facteur de corrélation égal a I'unité (0,9997) (Figure 4.20), suggérant que l'adsorption des
molécules inhibitrices sur la surface de 1’acier 316L obéit a I'isotherme d'adsorption de

Langmuir.
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Figure 4.20 : Courbe de l'isotherme d'adsorption de Langmuir de l'huile pour I'AI 316L

Ce modele suggere que les composants présents dans I'huile essentielle adsorbés sur la
surface métallique suivent l'isotherme d'adsorption de Langmuir. Le fait que AG%s soit négatif

implique que les composants de I’HE de H. articulata s'adsorbent spontanément sur la surface

métallique (El Ouadi et al., 2015).
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Tableau 4.9 : Valeurs des paramétres issus du modele d'isotherme d'adsorption de Langmuir
pour 'adsorption de I'HE a la surface de 1'acier inoxydable dans HC1 0,5 M

ol 2 0
Inhibiteur Pente (5?1 ) R AG,, (kJ mol)

HE de 0,86 5,26 0,9997 -21,23
H. articulata

La valeur calculée de 1'énergie libre d'adsorption résultant de la méthode de perte de
masse est de —21,23 kJ mol™! (Tableau 4.9). Par conséquent, il est clair que les composants de

I’HE sont physiquement adsorbés sur la surface de I’acier inoxydable.

4.3.2.3.1 Mécanisme d'adsorption

La méthode gravimétrique et les techniques €lectrochimiques confirment le caractére
inhibiteur de I'huile en milieu agressive. L'huile essentielle de Hammada articulata a été
dominée par des composants organiques plus ou moins complexes tels que les monoterpénes
oxygénés, les sesquiterpenes et les composés carbonylés (plus de 50 % de la totalité de I’huile).
Ces composés contiennent des hétéroatomes dans des groupes fonctionnels (O—-H, C=0, C-O
et C—N), qui répondent aux caractéristiques générales des inhibiteurs de corrosion typiques

(Darriet et al., 2013 ; Hossain et al., 2020).

Dans une solution aqueuse et acide, ces molécules organiques peuvent étre protonées,
et les formes cationiques peuvent s'adsorber directement sur les sites superficiels de 'acier en
réduisant la réaction de dissolution du métal. La surface métallique exposée a la solution
agressive est chargée positivement et peut attirer les ions chlorure, qui a leur tour attireront les

molécules présentes dans I'huile par le biais d'interactions électrostatiques.

L’eugénol est 'un des composés majoritaire présent dans 1’huile essentielle de
Hammada articulata, un composé aromatique de la famille des phénylpropénes.

La molécule de 1’eugénol comporte un cycle aromatique conjugué avec un vinyle, un
groupement hydroxyle et une fonction éther qui répond aux criteéres généraux des inhibiteurs

de corrosion.

En milieu acide, I'atome d'oxygeéne de la fonction hydroxyle de 1’eugénol peut étre

facilement protoné, en raison de la densité électronique, conduisant a la formation d’une espece
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inhibitrice de charge positive stable par effet mésomere. L'adsorption peut se produire donc,
par interaction €lectrostatique entre I'inhibiteur de charge positive et les ions chlorures chargés

négativement sur la surface métallique conduisant a une physisorption (Figure 4.21).
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Figure 4.21 : Schéma du comportement d'adsorption de I'eugénol sur la surface de I'acier
inoxydable en milieu acide

4.4 Conclusion et perspectives

Ce travail nous a permis de montrer que I’espece Hammada articulata posséde des
capacités élevées en maticre de lutte contre la corrosion de ’acier, et que I’huile essentielle de
la méme plante, possede les mémes capacités inhibitrices que celle des extraits en jouant un

role important dans la protection de I'AI 316L contre la corrosion en milieu acide.
Nous pouvons envisager quelques perspectives pour la poursuite de ce travail :

» Utiliser des techniques analytiques pouvant caractériser 1’état de surface telles que : la
microscopie électronique a balayage (MEB) et la spectroscopie a dispersion d'énergie
(EDS) qui nous permet de voir que I’inhibition est due a la formation d’un dépot du
film adhérent et stable qui limite la corrosion.

» Elargir le champ d’étude a d’autres familles de métabolites secondaires telles que les

flavonoides, et les alcaloides en améliorant les méthodes de séparation et de détection.
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» Elargir le travail pour différents types de matériaux dans différents milieux corrosifs,
en tenant compte des conditions hydrodynamiques.

» Réaliser une corrélation entre la structure moléculaire des inhibiteurs et leur efficacité
inhibitrice vis-a-vis de la corrosion de I’acier en utilisant des calculs quantiques basés

principalement sur la théorie de la fonctionnelle de la densité¢ DFT.
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Les plantes médicinales sont d’une grande importance, surtout avec les vertus
thérapeutiques et les activités biologiques qu’elles présentent et qui sont connues depuis
I’antiquité, ces derniéres continuent a faire 1’objet de plusieurs recherches scientifiques a travers
le monde. Hammada articulata (scoparia) est une plante largement utilisée en médecine

traditionnelle en Algérie et dans certains pays d’Afrique.

Notre thématique de recherche s’articule autour de trois axes. En premier nous nous
sommes intéressés au criblage phytochimique des extraits organiques et a I’analyse de 1’huile
essentielle de Hammada articulata par chromatographie gazeuse couplée a la
spectrophotométrie de masse. Le deuxiéme axe a été consacré a I’étude biologique des extraits
chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol de I’espéce sélectionnée. Dans ce cadre, différentes
activités ont été étudiées a savoir : I’activité antioxydante in vitro, ’activité anti-inflammatoire,
I’activité diurétique et I’effet hypoglycémiant in vivo, dont certaines sont connues pour leur
importance en médecine traditionnelle. Enfin, le troisiéme axe a porté sur 1’étude de 1’efficacité
inhibitrice de 1’huile et des extraits de H. articulata contre la corrosion de 1’acier inoxydable

316L en milieu acide.

Le screening phytochimique de Hammada articulata démontre une composition riche
et variée en métabolites secondaires, ou les extraits hydro-alcoolique, chloroforme, acétate
d’¢thyle et n-butanol renferment un large éventail de métabolites secondaires a savoir les

flavonoides, les alcaloides, les terpenes, les saponines, les tanins, et les stérols.

L’analyse chromatographique par HPLC-DAD des composés phénoliques nous a
permis de mettre en évidence la présence de plusieurs flavonoides principalement : la catéchine,
la quercétine, le kaempférol, la naringénine, la myricétine et la rutine ainsi que des acides
phénoliques : caf€éique, chlorogénique, vanillique, p-coumarique, ascorbique et un stilbene le
resvératrol. Les chromatogrammes obtenus montrent que les fractions acétate d’éthyle et n-
butanol sont les mieux dotées en composés phénoliques. Par ailleurs, les meilleures teneurs en
polyphénols totaux ont été obtenues pour les extraits AcOEt et n-BuOH de Hammada articulata
avec respectivement 343,6 + 0,08 mg EAG/g d’extrait sec et 226,3 + 0,06 mg EAG/g d’extrait
sec. Tandis que pour les flavonoides totaux, les teneurs sont 90,3 + 0,21 mg EQ/g d’extrait sec

pour I’extrait n-BuOH et 57,9 + 0,43 mg/EQ g d’extrait sec pour ’extrait AcOEt.

Les principaux constituants de I’huile essentielle des feuilles et des fleurs de Hammada

articulata obtenue par entrainement a la vapeur d’eau, ont été identifiés par CPG/FID et
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CPG/SM. Cette étude révele la présence de 46 composés représentant 97% de la totalité de
I’huile. Les sesquiterpénes et les monoterpénes oxygénés sont prédominants dans cette huile.
Les composés majoritaires sont : 1’hexahydrofarnesyl acétone (11,9%), le PB-bisaboléne
(10,7%), le I’eugénol (7,7%), et la 2-méthyldécaline (5,3%). La capacité de 1’huile a piéger le

radical DPPH peut étre due au fort pourcentage de composés oxygénés (mono et sesquiterpene).

L’évaluation des propriétés antioxydantes révele que tous nos extraits manifestent une
forte capacité antioxydante et plus particulierement 1’extrait acétate d’éthyle et 1’extrait n-
butanol. La meilleure capacité a piéger le radical DPPH est de 9,48 + 0,42 pg/ml pour I’extrait
AcOEt et de 13,03 + 1,03 pg/ml pour I’extrait n-BuOH. Tandis que la plus forte capacité a
inhiber le radical cation ABTS a ét¢ enregistrée pour 1’extrait AcOEt avec 8,46 = 0,91 pg/ml et
10,03 £+ 1,12 pg/ml pour ’extrait n-BuOH. Par ailleurs, 1’extrait AcOEt a enregistré le pouvoir
réducteur le plus important (0,20 + 0,11 mg/ml). Ceci pourrait étre justifié par la présence d’un
contenu relativement important en composés phénoliques, comme il a été révélé auparavant par
les analyses phytochimiques. L’extrait chloroforme a montré un pouvoir antioxydant moins

important mais intéressant.

De méme, les trois extraits de H. articulata ont montré une activité anti-inflammatoire
importante a la dose de 200 mg/kg, inhibant I’cedéme de la patte du rat induit par la carragénine
de facon significative en comparaison avec le groupe ayant recu du sérum physiologique. En
effet, ’extrait n-BuOH a montré un pourcentage d’inhibition de I’inflammation important,

comparable a celui du diclofénac, anti-inflammatoire de référence.

Les résultats de 1’évaluation de I’activité¢ diurétique ont révélé quelques résultats
inattendus. En effet, ce sont les constituants de 1’extrait chloroforme qui semblent les plus actifs
et montrent une action diurétique et une excrétion €lectrolytique importante par rapport aux rats

normaux.

L’étude de I’effet anti-hyperglycémiant a été réalisée sur les trois extraits organiques de
H. articulata administrés par voie orale a la dose de 200 mg/kg, p.c, en utilisant deux
procédures : la premiére consiste a tester I’effet a court terme des extraits de la plante, sur la
glycémie a jeun des rats normaux. Alors que dans la deuxiéme, les animaux ont subi un test de
tolérance au glucose apres un gavage par les extraits. Les extraits AcOEt et n-BuOH ont montré
une activité anti-hyperglycémiante significative, en améliorant la tolérance orale au glucose

chez les rats normaux.
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Cette propriété peut étre expliquée par trois mécanismes d’action possibles ; une
inhibition de 1’absorption intestinale du glucose, une stimulation de la sécrétion de 1’insuline,
ou une amélioration du transport périphérique du glucose, ou une stimulation de stockage de

glucose au niveau du foie.

Le troisiéme axe de notre travail a été¢ consacré a 1'é¢tude de I’inhibition de la corrosion
de ’acier Al 316L dans I’acide chlorhydrique par I’huile et par les trois extraits issus de la
plante Hammada articulata. Dans la premiére partie du travail, I’effet de la concentration des
trois extraits sur la corrosion du métal en milieu HCl 1 M a été étudié par gravimétrie,
polarisation potentiodynamique et spectroscopie d’impédance électrochimique. L’ajout de ces
extraits réduit la dissolution anodique et retarde la réaction de dégagement d'’hydrogéne. En
revanche, les courbes de polarisation ont révélé que les constituants de I’extrait CHCl3 agissent
essentiellement comme inhibiteurs cathodiques, alors que I’extrait AcOEt a été classé comme
inhibiteur mixte a fort caractére anodique par contre que I’extrait n-BuOH est class¢ comme
inhibiteur mixte. L’efficacité inhibitrice des inhibiteurs étudiés augmente avec 1’augmentation
la concentration en inhibiteur. Pour une concentration de 1000 ppm, un maximum d’efficacité
est atteint pour I’extrait AcOEt avec un pourcentage de 96,51% et de 94,91% pour I’extrait n-

BuOH et de 90,20% pour I’extrait CHCl3. La SIE a montré que la capacité de la double couche

diminue avec 1’augmentation de la concentration en extrait. L’étude thermodynamique de

I’adsorption de ces inhibiteurs verts prouve qu’il s’agit d’une physisorption et que le processus

correspondant est spontané et suit 1’isotherme de Langmuir.

Le deuxiéme volet de ce travail a été consacré a I’étude de I’effet inhibiteur de I’huile
essentielle de notre plante sur le méme métal mais dans le milieu acide chlorhydrique 0,5 M.
Les tests électrochimiques effectués sur les différentes concentrations ont révélé que 1’huile
présente une efficacité inhibitrice trés importante allant jusqu’a 96,68% a 1000 ppm. Les
diagrammes d’impédance ont montré qu’il s’agit d’un processus de transfert de charges sur une
surface hétérogene pour toute la gamme de concentration étudiée. L’adsorption de cette huile
sur la surface de 1’acier en milieu acide suit I’isotherme de Langmuir. L’inhibition se déroule

selon un caracteére mixte avec une prédominance anodique.

Finalement, vue la diversité des résultats, on conclut que les résultats obtenus a travers
ce travail sont trés favorables pour la valorisation des ressources végétales (huiles essentielles

et extraits végétaux) de plantes sahariennes vu sa richesse en molécules bioactives.
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Ces résultats ne constituent bien évidemment qu’une premicere étape de recherche des
molécules biologiquement actives. En effet, ce travail apporte une contribution a la
connaissance de I’espece Hammada articulata a travers 1’étude de son potentiel antioxydant,
diurétique, anti-inflammatoire et anti-hyperglycémiant et ouvre ainsi de nombreuses autres
voies d’études intéressantes a explorer. Cette étude valide scientifiquement 1’'usage de cette
plante en médecine traditionnelle. Ce travail a permis aussi de mettre en valeurs les propriétés
inhibitrices des extraits et de I’huile qui peuvent étre une source d’inhibiteurs verts non toxique
et respectueux de I'environnement. Nous souhaiterons que cette étude contribue d’une manicre

ou d’une autre a la valorisation des produits naturels en tant qu’inhibiteurs biodégradables.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Hammada articulata is a plant widely used by the locals of the Algerian Sahara for multiple medicinal purposes.
Hammada articulata However, little was known about its chemical composition and the mechanisms of its bioactivity. For this pur-
RP-HPLC-DAD

pose, the derived extracts [chloroform (CHCly), ethyl acetate (EtOAc) and n-butanol (n-BuOH)] of the 80%
ethanol extract of its aerial parts, were evaluated for their anti-inflammatory, diuretic, and anti-hyperglycemic
activities in vivo. A preliminary phytochemical screening of H. articulata extracts showed the presence of a variety
of secondary metabolites. RP-HPLC/DAD was used to analyze some fractions obtained by fractionation of the
three derived extracts, by column chromatography and chosen because of the abundance and simplicity of their
chemical composition. The fractions obtained from EtOAc and n-BuOH extracts showed a particular richness in
phenolic compounds mainly naringenin, quercetin, kaempferol, myricetin, and rutin, which were known for their
many interesting biological activities. The three derived extracts from H. articulata were assessed for their anti-
inflammatory activity in the carrageenan-induced edema model in rats and their diuretic activity using hydro-
chlorothiazide (HCTZ) as a diuretic reference. All extracts showed considerable anti-inflammatory activity; the
highest was registered in the group treated with the n-BuOH extract. However, for the diuretic activity, only the
chloroform extract was active, with a diuretic spectrum similar to that of the standard diuretic HCTZ. The anti-
hyperglycemic effect was carried out on the three derived extracts administered orally at a dose of 200 mg/kg,
using the glucose tolerance test after gavage with the extracts. The EtOAc and n-BuOH extracts showed signif-
icant anti-hyperglycemic activity, improving oral glucose tolerance in normal rats.

Phenolic compounds
Anti-inflammatory activity
Diuretic activity
Anti-hyperglycemic effect

1. Introduction

Medicinal plants have been used for thousands of years in the
treatment of various diseases [1,2]. These plants contain many impor-
tant phytochemical compounds that are biologically active, like flavo-
noids, saponins, alkaloids, tannins, terpenoids, stilbenes, steroids, and
some other endogenous metabolites with potential therapeutic effects
[3]. Saharan plants are a research reservoir for new bioactive molecules,
given the use of many of them in traditional medicine. Indeed, given
their ecosystem, these plants are subject to intense oxidative stress and
water shortages. These conditions mean that they are probably going to
develop defense mechanisms, leading to the accumulation of specific

secondary metabolites from a structural and biological point of view.
The traditional use of plants in the Algerian Sahara is common but
poorly recognized by the scientific community. The genus Hammada
presents one of the most important genera in the Amaranthaceae family,
which consists of approximately 25 species. Hammada articulata, syno-
nyms: Hammada scoparia (Pomel), Haloxylon tamariscifolium (L.) Pau.,
Haloxylon articulatum Bonn. et Barr., Arthrophytum scoparium (Pomel)
Iljin, is a shrub or small tree that grows especially in the desert and semi-
desert areas in soils containing much salt [4]. This plant has been used in
traditional medicine for the treatment of diabetes, diseases related to
joint problems, vision disorders, scorpion stings, and various skin le-
sions. It also has been used to treat early-stage cancers and hepatitis, as
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Abstract

The objective of this research was to investigate the chemical composition of the essential oil of Hammada articulata
obtained by steam distillation and to investigate its antioxidant and anticorrosive activities. Gas chromatography—mass
spectrometry analysis of this oil resulted in the identification of 46 compounds, which accounted for 97.0% of the total oil.
The major components found in this oil were hexahydrofarnesyl acetone (11.9%), pf-bisabolene (10.7%), eugenol (7.7%)
and 2-methyldecalin (5.3%). The DPPH radical scavenging technique was used to assess antioxidant activity. The sample
of essential oil presented good antioxidant activity. This oil was tested as a corrosion inhibitor of stainless steel in 0.5 M
HCI using weight loss measurements and electrochemical polarization methods. The corrosion rate of stainless steel was
decreased in the presence of essential oil. The inhibition efficiency was found to increase with oil concentration to attain
96.68% at 1000 ppm. The adsorption of inhibitor on the stainless steel surface was found to be a spontaneous process and
obeys Langmuir's adsorption isotherm.

Keywords Hammada articulata - Essential oil - Antioxidant activity - Corrosion inhibition - Polarization method - GC-MS

1 Introduction

The hunt for natural inhibitors that are also non-toxic has
resulted in a large number of studies on the anticorrosive
potential of plants. This is particularly relevant because it is
believed that synthetic inhibitors are potentially harmful to
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the environment. Among these natural inhibitors, we high-
light the essential oils (EOs), which are increasingly attract-
ing the attention of various research segments due to their
multiple functions [1].

Several studies have shown that structural parameters
such as the geometric structure, the presence of heteroatoms
(N, O, S, etc.), the length of the carbon chain, the type of
bonding through the molecule, and the molecular ability to
form a continuous layer on the metal surface can influence
the effectiveness of organic inhibitors. [2, 3]. The essential
oils contain a wide variety of organic compounds that can be
easily adsorbed onto the metal surface, forming protective
films. Among other things, these include monoterpenes, ses-
quiterpenes, carbonylic compounds, etc., which play various
roles during the life of the plant [1].

Stainless steels, in particular Type 316L, are widely used
in the food and pharmaceutical industries because of their
high corrosion resistance.

They are also employed in medical implants such as
stents and orthopedic replacements because of their superior
mechanical properties. Internal parts of reactor vessels in
the pharmaceutical and chemical industries are often made
of stainless steel and exposed to oxidizing media under



Résumé

Dans le présent travail, les parties aériennes (1200 g) de la plante saharienne Hammada
articulata ont subi a une macération dans 1’éthanol a 80%. Apres filtration, la solution obtenue
est concentrée (37°C) puis additionnée d’eau distillée (480 ml). Aprés un repos d’une nuit a 4°C
et filtration, la solution obtenue est extraite successivement avec I’éther de pétrole, le chloroforme,
I’acétate d’éthyle et le n-butanol. Les phases organiques sont séchées avec NaxSOq, filtrées et
concentrées donnant les extraits dérivés correspondants. Le criblage phytochimique des extraits
CHCI3, AcOEt et n-BuOH a permis de mettre en évidence leurs classes de métabolites
secondaires. Leurs teneurs totales en composés phénoliques et en flavonoides ont également été
évaluées par des méthodes spectrophotométriques. Les résultats des dosages montrent la richesse
des extraits AcOEt et n-BuOH en polyphénols et en flavonoides. La détermination de la
composition phénolique de plusieurs fractions des trois extraits a été réalisée par HPLC-DAD. On
y reléve la présence de composés phénoliques principalement des acides phénoliques et des
flavonoides. L’analyse par CPG/FID et CPG/SM de I’huile essentielle de Hammada articulata a
montré que cette huile est dominée par les sesquiterpenes comme classe majeure. Les principaux
composants trouvés dans cette huile étaient 'hexahydrofarnesyl acétone, le B-bisaboleéne et
I'eugénol. Par ailleurs, 1’activité antioxydante des extraits a été évaluée par trois méthodes : DPPH,
ABTS et FRAP. Les résultats soulignent que les extraits AcOEt et n-BuOH, montrent les
meilleures capacités antioxydantes, dépendantes du contenu en polyphénols et en flavonoides
totaux. Concernant les travaux in vivo, les trois extraits de H. articulata ont été évalués pour leur
activité anti-inflammatoire sur un modele d'cedéme induit par la carragénine chez le rat. Tous les
extraits ont montré une activité anti-inflammatoire considérable, la plus élevée a été enregistrée
dans le groupe traité avec l'extrait n-BuOH ce qui concerne l'activité diurétique, seul 1'extrait
CHCI; était actif et montre un spectre diurétique similaire a celui de I’hydrochlorothiazide. En
outre, les extraits AcOEt et n-BuOH de Hammada articulata réduisent significativement le taux
de glucose sanguin des rats normaux et des rats soumis a une hyperglycémie temporaire. La
deuxieéme partie a été consacrée a 1’étude des propriétés inhibitrices de I’huile et des extraits de la
plante sélectionnée contre la corrosion de 1’acier inoxydable en milieu acide en utilisant plusieurs
techniques telles que : I’étude gravimétrique, la méthode potentiodynamique et la spectroscopie
d’impédance électrochimique. Les résultats ont montré que ces inhibiteurs verts possedent des
performances inhibitrices pertinentes.

L’adsorption des composés naturels sur la surface de I’acier obéit a I’isotherme de Langmuir et
elle est du type physisorption. Des mécanismes d’adsorption de ces composés a la surface ont été
proposes.

Mots clés : Polyphénols ; Flavonoides; HPLC-DAD ; CPG/FID et CPG/SM; Activité
antioxydante ; Activité anti-inflammatoire ; Activité diurétique ; Acier inoxydable ; Corrosion ;
Inhibiteur vert.



Summary

In the present work, the aerial parts (1200 g) of the Saharan plant Hammada articulata underwent
maceration in 80% ethanol. After filtration, the solution obtained was concentrted (37°C) then
added with distilled water (480 mL). After standing overnight at 4°C and filtration, the solution
obtained is extracted successively with petroleum ether, chloroform, ethyl acetate and n-butanol.
The organic phases were dried with Na,SOg, filtered and concentrated giving the corresponding
derived extracts. Phytochemical screening of the CHCl3, AcOEt and n-BuOH extracts revealed
their classes of secondary metabolites. Their total contents of phenolic compounds and flavonoids
were also evaluated by spectrophotometric methods. The assay results showed the richness of the
AcOEt and n-BuOH extracts in polyphenols and flavonoids. The determination of the phenolic
composition of several fractions of the three extracts was carried out by HPLC-DAD. We note
the presence of phenolic compounds, mainly phenolic acids and flavonoids. GC/FID and GC/MS
analysis of Hammada articulata essential oil showed that this oil is dominated by sesquiterpenes
as a major class. The main components found in this oil were hexahydrofarnesyl acetone, [-
bisabolene and eugenol. In addition, the antioxidant activity of the extracts was evaluated by three
methods: DPPH, ABTS and FRAP. The results underline that the AcOEt and n-BuOH extracts
showed the best antioxidant capacities, depending on polyphenol and flavonoid contents.
Concerning in vivo work, the three extracts of H. articulata were evaluated for their anti-
inflammatory activity on a model of edema induced by carrageenan in rats. All extracts showed
considerable anti-inflammatory activity, the highest was recorded in the group treated with n-
BuOH extract. Regarding diuretic activity, only the CHCl3 extract was active and showed a
diuretic spectrum similar to that of hydrochlorothiazide. In addition, AcOEt and n-BuOH extracts
of Hammada articulata significantly reduced blood glucose levels in normal rats and rats
subjected to temporary hyperglycemia. The second part was devoted to the study of the inhibiting
properties of the oil and the extracts of the selected plant against the corrosion of stainless steel in
an acid medium using several techniques such as the gravimetric study, the potentiodynamic
method and electrochemical impedance spectroscopy. The results showed that these green
inhibitors possess relevant inhibitory performance. The adsorption of natural compounds on the
steel surface obeys the Langmuir isotherm and is of the physisorption type. Mechanisms of
adsorption of these compounds on the surface have been proposed.

Keywords: Polyphenols; Flavonoids; HPLC-DAD; GC/FID and GC/MS; Antioxidant activity;

Anti-inflammatory activity; Diuretic activity; Stainless steel; Corrosion; Green inhibitor.



uaidla
Alaaiuly (DAL & a&ill ) (§1200) A5l ysaall salea 501 400 sl ol a1 Cinad (Janll 128 b
il Gl Gandl) AT alaill il sall 5 G il ¢ a8s ) oIS 1A gune il A
il el (g siadl ge Upas Al 4 gl Gliliiual) Gz asay o s gl lalud 40K
oebai kel Jalaill 48 jla aladiily 53 583U A guadl) LS jall JSH (5 ginall ol o5 Lilalatiol
s el 58 Ml 5 Y iad gl el J il sl g Q) il aliiie e pandl &l
W zaw Cus HPLC-DAD sl 53 4 53l 408 5l a5 adlaiul) cnde dapls o daiad
gl Galea¥) i) S Al GUSall Gany sy sty e giley S Julail
e oY) 13 Ol Hammada articulata <30 3 )a L) e sila s jSIB0IaT jelal culay 53 80l
St 5 naluSon o o Bl 1 883 g gall A HI U oSl At ) 28S gesquiterpenes 4ale
5 DPPH : (b &l cilialiioal 5auSOU aliaal) Lliill avii a3 J st 5Y1 5 Ol sibosna-Ui s ¢ siand
) Jaadl ans s el 3 ) 5 QY1 i) clialitiue o il S 55 FRAP s ABTS
ot a3 e all anall 8 35 8Dl LS je  Jeal s st o) (5 ine e Talaie] ¢ 5208 salzadll
Lo (Al Al =3 9ad (385 QLLAPU sl Wbl H grticulata 43 A Slaliiugl)
Can (el dliaaS 5 yrine 4dlad Ll Clialitiual apea ol gl yelal ()13 ) A (sl )
(Jsall el LaLially slay e, aldaill J il gl Galiioons Cinl se il Ao ganall 8 o e cila
@l ) RELRYL 2555 yued ilee Jall 1 jae lda jelal g Ui Ja o g IS paliiuns S
35S slal) Gl g B gale JS Cacadd sales Alpadl  alaill il o) LY i) cilalidivg é
Ayl S e al) Gaad Cdgall aall S da il A el ey dlall el b sl b
aen by b laall o glaall 3V sl JSU a3 liad) Al clbalitiue g ey 3l dadiall (al Al
Axilaall Laidall Jilaill g o Saalinn gga 2ie e 48y Hla cdadlial) ABSH ;Jie il ae aladiuly

Sl 18 5 Eia S5l )Y g 55 e 85 etV Jalii Y 3V il o e dadall LS )
. Gl:.ul\ ‘_A.c QL\S)AS\ JRYY UALAAEA\J\

Ll ¢ 3208 alcas Ll «GC/MS <HPLC-DAD ¢ty 53 Dl ccl s gall sdpalidal) culalsl)
paal hafia ¢ JSU ¢ aall o glie 3Y sh ¢ Jsall jae ol eclilgiDU alas




