Résumé

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des extraits hydro-éthanolique de la partie
aerienne de /’Ammi visnaga et d’un biodéchet issu de Zea mays comme antioxydants et
inhibiteurs de la corrosion d’un acier doux dans un milieu HCI 1M. Dans ce travail, nous
avons étudi¢ I’effet du solvant sur ’extraction des polyphénols par soxhlet et par ultrasons.
De méme, la composition chimique des différents extraits a été réalisée par un screening
phytochimique ainsi que par I’analyse quantitative des phénols totaux, des flavonoides et des
tanins condensés. Le fractionnement et I’identification de quelques familles de molécules
polyphénoliques pour les deux plantes ont été réalisés. L’évaluation de ’activité antioxydante
des différents extraits et fractions d’extraits a été testée par méthodes DPPH’, FRAP, R-
carotene et par I’activité antioxydante totale. L’examen de I’action inhibitrice de ces extraits
contre la corrosion de I’acier doux en milieu HC1 1M, par des méthodes électrochimiques
(transitoires et stationnaires) a été réalisé et ceci dans le but de déterminer la famille de
molécules responsables de I’inhibition de la corrosion et aussi pour étudier [’effet
synergétique des extraits de plantes riches en polyphénols. Les résultats montrent que la
méthode d’extraction ainsi que le solvant étudié ont un effet sur la composition chimique des
extraits et sur les teneurs en polyphénols et par conséquent sur I’activité antioxydante des
extraits. Cependant, ’extrait hydro-éthanolique obtenu par la méthode des ultrasons, pour les
deux plantes, donne un meilleur résultat en termes de phénols totaux et en termes d’activité
antioxydante par rapport a ’extrait obtenu par la méthode de soxhlet. Le fractionnement des
polyphénols obtenus a partir des deux plantes, montre que les fractions n-butanolique et
acétate d’éthyle sont respectivement riches en flavonoides et en tanins condensés. Les études
¢lectrochimiques montrent que ’effet inhibiteur des extraits hydro-éthanoliques est dd aux
tanins condensés et aux flavonoides particulierement la catéchine et le flavone. L’étude de
I’effet synergétique révele que le mélange des deux extraits hydro-éthanoliques est en faveur
d’une nette amélioration de la résistance de transfert de charges. L'étude de l'effet de
I’élévation de la température pour la fraction n-butanoligue de Zea mays, avec et sans
inhibiteur, révele un léger impact sur Pefficacité inhibitrice étudiée. Dans ce travail, les
paramétres cinétiques et thermodynamiques ont été estimés. Les résultats montrent I’existence

d’une forte corrélation entre I’activité antioxydante et anticorrosion.

Mots clés : Ammi visnaga, Zea mays, extraits, activité antioxydante, fractions, corrosion,

acier doux, corrélation, effet de synergie, optimisation.




Abstract

This work is part of the valorization of hydro-ethanolic extracts from the aerial part of
the Ammi visnaga and a bio-waste from Zea mays as antioxidants and corrosion
inhibitors for a mild steel in 1 M HCI medium. In this work, we studied the effect of
solvent on the extraction of polyphenols by two techniques; Soxhlet and ultrasound. In
addition, the chemical composition of the different extracts was carried out by
phytochemical screening as well as the quantitative analysis of total phenols, flavonoids
and condensed tannins. In addition, the fractionation, as well as the identification of the
families of polyphenolic molecules for both plants were carried out. In addition, the
evaluation of the antioxidant activity of the different extracts and fractions was tested
by DPPH", FRAP, [3-carotene and total antioxidant activity. The examination of the
inhibiting effect of the latter extracts was conducted by electrochemical methods
(transient and stationary) in order to determine the family of molecules responsible for
corrosion inhibition. In addition, the study of the synergetic effect between the extracts
rich in total phenol content for the two plants studied was also considered. The results
show that the extraction method as well as the solvent studied have an effect on the
chemical composition of the extracts as well as on the polyphenol contents and
consequently on the antioxidant activity of the extracts. However, the hydro-ethanolic
extract obtained by the ultrasound method, for both plants, gives a better result in terms
of total phenols and antioxidant activity compared to the extract obtained by the Soxhlet
method. The fractionation of polyphenols from both plants shows that the n-butanolic
and ethyl acetate fraction is rich in flavonoids and condensed tannins, respectively.
Electrochemical studies show that the inhibiting effect of the hydro-ethanolic extract of
Ammi visnaga and Zea mays is due to the family of condensed tannins and flavonoids,
especially catechin and flavone. The study of the synergistic effect shows that the
mixture of the two hydro-ethanolic extracts favors a clear improvement in the resistance
of load transfer. The study of the effect of temperature increase for the n-butanolic
fraction of Zea mays on the behavior of mild steel in 1 M HCI with and without
inhibitor reveals a slight impact on the inhibiting efficiency, which decreases slightly
with increasing temperature for the n-butanolic fraction of Zea mays studied. All results
show that there is a strong correlation between antioxidant and anticorrosion activity.

Keywords: Ammi visnaga, Zea mays, extracts, TF, TC, TP, antioxidant activity,

fractions, corrosion, mild steel, correlation and synergistic effect, optimization.
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Introduction générale

La corrosion représente la dégradation d’un matériau sous 1’action d’un milieu environnant
par des réactions chimiques et électrochimiques. Plusieurs études témoignent que la
corrosion a un colt considérable et un impact majeur sur les économies des pays
industrialisés. Au Maroc, une étude menée par la COMACAC estime la charge de la lutte
contre la corrosion & 5 % du PIB national. Aux Etats-Unis, une étude de référence par
Battelle a estimé que le colt de la corrosion était d'environ 70 milliards de dollars, soit
4.2% du produit national brut [1-2]. Nombreuses sont les études focalisés sur les moyens
de protection des matériaux contre la corrosion, généralement en milieux aqueux. Des
méthodes de protection électrochimiques par polarisation externe afin de réduire la vitesse
de corrosion des métaux ont été utilisées. De méme, I’introduction de substances, appelées
inhibiteurs de corrosion, a permis de retarder le processus de la corrosion. En milieu acide,
largement répandu en industrie, notamment dans les bains de décapage des métaux, le
nettoyage des installations industrielles, la stimulation des puits de pétrole et I’élimination
des dépots localisés, les molécules organiques sont les plus frequemment utilisées par
comparaison a leurs homologues inorganiques. Actuellement, la majorité écrasante de ces
molécules ne sont plus recommandées pour des raisons de restrictions d’ordre
environnemental et de santé humaine. Cependant, le remplacement de ces molécules par
des substances naturelles vegétales et par des biodéchets est beaucoup plus préconisé en
raison de leur abondance, de leur biodégradabilité et de leur non toxicite.

Les extraits de plantes ainsi que les huiles essentielles ont été utilisé comme une alternative
aux composés synthétiques pour inhiber la corrosion [3]. L’utilisation de ces extraits
comme inhibiteurs de la corrosion des métaux et des alliages [4,5], montre que I’effet
anticorrosion est lié a plusieurs familles de molécules actives; a savoir, les polyphénols,
particulierement les flavonoides et les tanins. L’extraction des composés phénoliques,
comme antioxydants naturels [6] et aussi comme inhibiteurs de corrosion a
considérablement suscité I’intérét des scientifiques. A cet effet différentes techniques
d’extraction ont été étudiées dans le but de valoriser et d’améliorer le rendement
d'extraction des molécules actives. L’extraction des polyphénols représente une étape
importante en raison de certains composés phénoliques thermolabiles. De ce fait, les
procédés d’extraction doivent étre réalisés dans des conditions appropriées empéchant leur
dégradation.

L’objectif de mon travail de thése réside dans la valorisation des substances naturelles

extraites de /’Ammi visnaga et des biodéchets de Zea mays comme antioxydants et
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inhibiteurs de la corrosion métallique. Pour atteindre ces objectifs, la procédure suivante a
été mise en place.

v' Sélection du matériel végétal riche en composés phénoliques pouvant avoir une

activité a la fois antioxydante et anticorrosive intéressante,

Les indicateurs permettant cette sélection sont de plusieurs types :

v' Présence des molécules actives dans les extraits non volatils

v' Ladisponibilité de plantes sélectionnées

v Richesse de la partie utilisée du matériel végétale en principes actifs,

v Procédés d’extraction simples et innovants dont le but d’aboutir a des produits

stables et suffisamment concentrés en molécules actives.

Ce travail de thése sera présenté dans ce manuscrit et sera divisé en six chapitres dont
Le chapitre premier est une revue bibliographique dans laquelle nous présentons les
métabolites secondaires, les différentes méthodes d’extraction, les méthodes d’analyse des
composes actifs ainsi que leur activité antioxydante. Dans ce chapitre, nous présentons
également les principales notions relatives a la méthode des plans d’expériences.Quelques
généralités sur la corrosion y seront abordées ainsi que I’inhibition de la corrosion par des
inhibiteurs d’origine végétale.
Le deuxieme chapitre de ce travail sera consacré a la présentation du milieu écologique
des plantes objets de cette étude, aux différentes techniques d’extraction utilisées ainsi
gu’aux protocoles expérimentaux concernant la détermination des différentes activités
relatives aux extraits étudiés. Les techniques de fractionnement des polyphénols ainsi que
les démarches suivies pour la réalisation d’une étude d’optimisation par plan
d’expériences seront aussi envisagés. Les méthodes d’étude de la corrosion de 1’acier doux
ainsi que les techniques d’analyse de la surface métallique seront abordées dans ce
chapitre.
Le troisieme chapitre sera dedié aux résultats et discussion et sera focalisé sur 1’effet du
solvant et de la méthode d’extraction sur I’activité antioxydante et inhibitrice de corrosion
de I’Ammi visnaga sur ’acier doux dans un milieu chlorhydrique 1M.
Le quatrieme chapitre sera consacré a la valorisation des biodéchets de Zea mays comme
antioxydant et inhibiteur de corrosion d’un I’acier doux en milieu HC1 1M.
Dans le cinquiéme chapitre, on se focalisera sur 1’optimisation de I’extraction par

ultrasons de /’Ammi visnaga et des stigmates de Zea mays par les plans d’expériences.
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Le sixieme chapitre décrira une mise au point de I’effet synergétique des extraits hydro-

éthanoliques de I’Ammi visnaga et de Zea mays pour I’inhibition de la corrosion de I’acier

doux dans la solution HCI 1M.

Une conclusion générale couronne I’ensemble des résultats obtenus et propose des

perspectives générales.
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Chapitre I : Généralités sur les substances naturelles et leurs activités antioxydante et anticorrosion

Ce chapitre est subdivise en trois axes : A. Substances naturelles végétales, B. antioxydants et
activité antioxydante et C. généralités et revue bibliographique sur I’inhibition de la corrosion
par des substances naturelles végétales.
A. Substances naturelles végétales :
Le Maroc posséde un patrimoine végetal riche en substances naturelles. Parmi, ces ressources,
on trouve les plantes aromatiques et médicinales (PAM) occupant une place importante dans
I’économie nationale [1].
La flore marocaine est composée de prés de 4200 espéces et sous espéces appartenant a de
grandes familles botaniques (130 familles et 940 genres représentés) [2], ce qui traduit la
diversité et la richesse de la flore marocaine. Cependant, malgré le développement des
technologies et I'invention de nouvelles méthodes d’extraction et d’analyse chimique, le
domaine des substances naturelles demeure loin d’étre entiérement exploré et ceci a cause de
la complexité de séparation et d’identification des différents composants chimiques
constituants les extraits des plantes médicinales et aromatiques.
Les substances naturelles végétales sont utilisées dans différents domaines et principalement
la médecine [3,4], ’alimentaire [5,6], le secteur cosmétique [5] et en inhibition de la corrosion
[7].
L’objectif principal de cette partie du chapitre est la présentation des métabolites
secondaires, des méthodes d’extraction et d’analyses des substances actives issues de la
matiére veégétale. Les propriétés antioxydantes de ces composeés ainsi que la technique
d’optimisation de I’extraction des composés phénoliques seront examinées dans ce chapitre

I. Geénéralités sur les métabolites secondaires
Les métabolites secondaires ont été définis pour la premiere fois par Albrecht Kossel, en
1910 [8]. Ce sont des composés organiques produits en petites quantités par les plantes [9]
et les microorganismes tels que les bactéries et les champignons [10]. Les métabolites
secondaires sont des especes specifiques qui ne sont pas directement impliqués dans le
cycle de vie normal des plantes [11]. Mais, les plantes ont la capacité de les synthétiser
pour diverses fonctions adaptatives [12] surtout lorsque des contraintes biotiques (attaques
phytopatogénes) ou abiotiques (changements climatiques, environnementaux) apparaissent.
Cependant, le réle écologique le plus important des métabolites secondaires des plantes est
lié a la fonction reproductive [13]. Ces composés sont importants non seulement en raison
de leur réle dans les plantes, mais aussi pour leurs propriétés biologiques en tant

qu'antioxydants, antimicrobiens, anti-inflammatoires. .. [14].
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I.1. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires peuvent étre classés en fonction de leurs structures chimiques,
leur solubilité dans divers solvants ou par la voie de leur biosynthese [15]. Parmi les
grandes familles des composés issues de métabolisme secondaire, on trouve
principalement : les alcaloides, les terpénes, les saponines et les composés phénoliques.

1.1.1. Alcaloides
Le nom des alcaloides dérive de “alcalin", ce qui signifie des composés organiques qui
contiennent au moins un atome d'azote dans un hétérocycle, qui forment des sels avec les
acides et lorsqu'ils sont solubles, donnent des solutions alcalines. 1ls comptent des
substances végétales les plus diverses, les plus efficaces et les plus importantes sur le plan
thérapeutique. Ils sont produits par une grande variété d'organismes qui comprend les
bactéries, les champignons, les plantes et les animaux [16]. Il y a environ 5500 alcaloides
connus a l'instant. En général, les alcaloides sont extrémement toxiques bien qu'ils aient un
effet thérapeutique marqué bien qu’en petites quantités (faible d’ose) [17].

1.1.2. Les terpénes
Les terpénes sont des métabolites secondaires importants, volatiles et diversifies et
représentant une catégorie qui constitue les composants des huiles essentielles.
L’enchainement de molécules isopréniques a 5 atomes de carbone conduit a la formation de
plus de 20000 molécules terpéniques différentes, celles-ci sont classées en fonction du
nombre de motifs isoprenes dans la molécule en monoterpénes (deux unités d’isopréne),
triterpénes (six unités d'isoprene), etc. Les terpénes sont fréquents dans les plantes
aromatiques, les insectes, les champignons et certains invertébrés marins. Ce type de
métabolites peut jouer un rdle important dans la signalisation écologique et la défense
chimique et sont responsables de la plupart des odeurs et des saveurs des plantes [18].

1.1.3. Les saponines
Les saponines sont des composés qui possedent un groupement aglycone polycyclique avec
soient un stéroide, ou un tri-terpénoides fixé a une unité glucidique. Ces composés possedent
une symeétrie hydrophobe-hydrophile, ce qui signifie qu’ils ont la capacité d'abaisser la
tension superficielle et sont semblables au savon. Ils forment de la mousse dans des solutions
aqueuses. La partie aglycone de la molécule de saponine est appelée génine ou sapogeénine.
Les saponines sont largement répandues sur plus de 500 plantes d'au moins 90 familles

différentes. Ces substances ont été isolées de toutes les parties des plantes : feuilles, tiges,
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bulbes de racines, fleurs et fruits, bien qu'elles soient généralement concentrées dans les
racines de nombreuses espéces [19].
I. 1.4. Les composeés phénoliques et leur classification

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires non azotés connus par une
grande variété structurale dont environ 8000 composés qui sont synthétisés par des
végetaux pour se défendre contre les agressions environnementales [20]. La structure de
base des composés phénoliques est un cycle aromatique portant un ou plusieurs groupes
hydroxyle. Ces composés peuvent étre classés en fonction du nombre des unités
phénoliques dans la molécule, le nombre et I’enchainement des noyaux aromatiques, le
nombre et la position des groupes hydroxyles ainsi que la présence de divers substituants
[21,22].
In vitro, les polyphénols présentent des activités antioxydantes, antivirales, anticancéreuses
et anti-inflammatoires in vivo. Ces activités sont attribuées principalement a la propriéte
acido-basique en tant que des donneurs des protons H * [23,24].
Les composés phénoliques peuvent étre classés selon leur structure en acides phénoliques,
en coumarines, en stilbénes, en lignines et les lignanes, en flavonoides et en tanins.

1.1.4.1. Acides phénoliques
Les acides phénoliques se trouvent dans la famille des composés phénoliques sous forme
d'esters, de glycosides ou d'amides, mais rarement sous forme libre. La variation des acides
phénoliques se situe dans le nombre et ’emplacement des groupes hydroxyles sur le cycle
aromatique [22]. Les acides phénoliques ont deux parents structures : acide
hydroxycinnamique et acide hydroxybenzoique. Les dérivés de I'acide hydroxycinnamique
comprennent les acides férulique, caféique, p-coumarique et acide sinapique [25], tandis
que les dériveés de I'acide hydroxybenzoigue sont des acides galliques, les acides vanillique,
syringique et protocatéchoique [26].

1.1.4.2. Coumarines
Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de la féve tonka
(Dipteryx odora) d’ou fut isolée, en 1820, la coumarine [27]. Les coumarines sont des
composés obtenus par lactonisation de I’acide orthocoumarique possedant une structure de
base pyrone. A présent, plus de 1000 composées coumariques sont isolés dont plus de 800
isolés a partir des plantes et des microorganismes [28]. Les coumarines sont capables de
prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles,

superoxydes et peroxyles [29]. Les activités anti-inflammatoires, anticoagulantes,
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anticancéreuses et anti-Alzheimer représentant les activités biologiques les plus
importantes rapportées pour les coumarines [30].

1.1.4.3. Stilbénes
Les stilbénes sont des composés formés de deux noyaux aromatiques liés par un groupe
éthylénique [31], relativement petit, mais largement distribué dans des plantes que l'on
trouve principalement sous forme de constituants du bois de cceur dans un ensemble
hétérogéne d'especes végétales.

1.1.4.4. Lignines et les lignanes
Les lignanes constituent une classe importante de substances naturelles du regne végétale.
Il s’agit des dimeres ramifiés de phénylpropenes. Ces derniers sont formés par dimérisation
de trois types d’alcools : alcool p-coumarique, alcool coniférique et alcool sinapique [32].
La polymérisation de ces trois alcools conduit a la formation de la lignine. Il est a noter que
la composition de la lignine différe d’une espéce a une autre mais la structure précise pour
la lignine n’est pas encore connue [33].

1.1.4.5. Flavonoides
Les flavonoides représentent la plus grande partie des polyphénols (jusqu'a 50 %) [32]
répandus dans le regne végétal. Ce sont les composés phénoliques de faible poids
moléculaire responsables de la coloration des fruits et des parois des feuilles et des fleurs.
Ils sont constitués d'un squelette a 15 atomes de carbone (Fig 1.1) formant 2 noyaux

aromatiques benzéniques (A, B) et un hétérocycle a oxygene pyranique (C).
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Figure 1.1 : Structure de base des flavonoides

Il existe plusieurs classes de flavonoides qui résultent de réactions d’hydroxylation,
d’alcalinisation, de glycosylation et d’oxydation du noyau pyranique et qui modifient la
molécule de base [26,31]. Les flavonoides sont subdivisés en plusieurs sous-groupes tels
que : les flavones, les flavonols (exemple quercetine, kaempférol, la rutine), les flavanes,

les flavanones (Fig 1.2), les anthocyanes et les isoflavonoides [34-38].
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Figure 1.2 : Structure de sous-classe des flavonoides

1.1.4.5. Tanins

Le nom tanins se réfere au processus de tannage de la peau animale pour former le cuir.
Les tanins sont des biomolécules polyphénoliques de poids moléculaire tres élevé [39];
hautement hydroxylées et peuvent donc interagir et former des complexes insolubles et
instables avec les protéines [40,41] et sont largement répandus dans plusieurs especes de
plantes et se trouvent dans le bois, I'écorce, les fruits, etc [42]. Les tanins, comme
beaucoup d'autres polyphénols, exercent plusieurs effets biologiques, y compris 1’activité
antioxydante, antimicrobienne, anti-inflammatoire, etc [43]. Leur forte action antioxydante
se reflete dans l'activité de piégeage des radicaux libres, chélation de la transition des
métaux [39].

Les tanins peuvent étre classés en deux groupes: tanins hydrolysables ou galliques et tanins

condenses [44].
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% Tanins hydrolysables ou tanins galliques
Les tanins hydrolysables sont des composés contenant un noyau central de glucose estérifié
par l'acide gallique. Ces tanins peuvent étre facilement hydrolysés par I'acide, I'eau chaude
ou par laction enzymatique, qui donnent de lalcool polyhydrique et de [lacide
phénylcarboxylique [45].

% Tanins condensés
Ces composés sont aussi appelés proanthocyanidines, possédant comme structure de base
le flavan-3-ol (catéchine) ou le flavan-3,4-diol (Fig 1.3) [38]. Ces tanins ne renferment pas
de sucres dans leurs molécules. lls ne sont pas hydrolysés par les acides contrairement aux
tanins galliques.

8H O

TlavaieS=i Mvane? Aaficl

Figure 1.3: Structure de quelque tanin condensé
1. Méthodes d’extractions des polyphénols
L'extraction peut étre définie comme la séparation sélective d'un ou de plusieurs composés
entre deux phases qui n'interferent pas entre elles. Différentes méthodes ont été signalées
pour l'extraction des polyphénols, a savoir I’extraction par micro-ondes, 1’extraction par
ultrasons, 1’extraction par soxhlet, I’extraction accélérée par solvant, etc. [46]. Plusieurs
facteurs pouvant influencer I’extraction des polyphénols a savoir, la nature chimique des
substances, les taille des particules de 1’échantillon, le temps d’extraction, la nature du
solvant, la température, etc [47]. Les techniques d’extraction peuvent étre divisées en deux
classes: les méthodes conventionnelles et les méthodes nouvelles [48].
I.L1.  Méthodes conventionnelles

Les techniques conventionnelles ont été largement acceptées, principalement en raison de
leur facilité d'utilisation et de leur applicabilité a grande échelle [49,50]. Les techniques

impliguent l'utilisation de solvants comme les alcools (méthanol, éthanol), l'acétone, I'éther
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diéthylique et l'acétate d'éthyle, souvent mélangés a différentes proportions avec de I'eau.
Parmi les techniques conventionnelles, on cite 1’extraction par soxhlet [51], hydro-
distillation [52], ’entrainement a la vapeur d’eau (ex-situ) [53], la macération [47].. etc.

I1.1.1. Macération
La macération consiste a mettre en contact direct le matériel végétal et le solvant
d’extraction sous agitation a température ambiante, ceci permet la conservation des
composés thermolabiles. Cette opération conduit est accompagnée de I’utilisation d’une
grande quantité de solvant organique. Cette technique conduit a des rendements faibles en
composés phénoliques [54].

11.1.2. Extraction par soxhlet
L’extraction par soxhlet est une méthode classique pour I’extraction solide-liquide. Les
avantages de cette méthode sont les suivants : 1’échantillon entre rapidement en contact
avec une portion fraiche de solvant, ce qui facilite le déplacement de I’équilibre de
transfert de la masse vers le solvant. Cette méthode ne nécessite pas de filtration apres
extraction et est indépendante de la matrice végetale. Les inconvénients les plus
significatifs de cette méthode, par comparaison aux autres techniques conventionnelles
sont: la durée importante de Iextraction et la grande quantité de solvant consommée, ce
qui conduit non seulement a des pertes économiques mais pose aussi des problémes
environnementaux [55,56]. Les échantillons étant portés a haute température pendant une
période relativement longue, le risque de thermodestruction de certains composés n’est pas
a négliger.

11.2.  Méthodes nouvelles d’extraction

En raison des probléemes associés aux tempeératures plus élevées et aux temps d’extraction
plus longs ainsi qu’a une consommation trés élevée en solvant, il devient nécessaire de
développer les techniques alternatives pour extraire les molécules bioactives. Parmi les
techniques nouvelles on cite: extraction assistée par ultrasons [57], I’extraction assistée par
microondes [58], I’extraction accélérée par solvants [59] et I’extraction avec des fluides
supercritiques [60].

11.2.1. Extraction assistée par ultrasons
L'extraction assistée par ultrasons est une technique basée sur les effets ultrasonores pour
I'extraction de composés phénoliques [61-63]. Le mécanisme d'extraction par ultra-sons
implique deux types de phénomeénes physiques : la diffusion de la matiére a travers les
parois cellulaires et la libération du contenu de la cellule une fois les parois cassés. Les

ondes ultrasonores interagissent avec 1’échantillon pour modifier ses propriétés physico-
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chimiques. Les effets cavitationnels de ces ondes facilitent la libération de composés
extractibles et améliorent le transport de masse en perturbant les parois cellulaires des
plantes. Un meilleur gonflement améliore le taux de transfert de la masse et augmente
l'efficacité de l'extraction et réduit le temps d'extraction [64]. Cette méthode permet
I’amélioration de I'efficacité d'extraction en réduisant le temps d'extraction et est utilisée
pour l'extraction de composés thermolabiles contrairement a une extraction classique.
Malgre, une large utilisation des ultrasons, la méthode souffre de probléemes, a savoir
filtration aprés d'extraction et aussi ne permet pas de renouveler le solvant pendant le
processus d’extraction [64].

11.2.2. Extraction assistée par microondes
Cette méthode a été mise au point pour l'extraction des composés bioactifs provenant de
diverses matrices végétales et de leurs sous-produits. Cette méthode permet I'extraction
rapide et efficace des polyphénols, la consommation de solvants est plus faible par rapport
aux techniques conventionnelles [65,66]. Les inconvenients majeurs de cette technique
sont d’une part, le rendement faible lorsque les solutés ou les solvants sont apolaires et,
d’autre part, le besoin de filtration pour éliminer le résidu solide de I’extrait [57]. Aussi la
température hautement élevée peut étre utilisée, ce qui provoque la dégradation des
composes thermosensibles [67].

11.2.3. Extraction acceélérée par solvants
L’extraction accélérée par solvants est une technique brevetée par la société DIONEX qui
utilise les solvants conventionnels a des températures (50-200 °C) et des pressions elevées
(100-150 bar). Ceci pourrait mener a une dégradation des molécules thermolabiles. Les
avantages de cette technique sont la consommation de plus petites quantités de solvant, le
temps d’extraction réduit en comparaison avec les techniques conventionnelles. Les
inconvénients de cette méthode sont liés au caractere non sélectif [68].

11.2.4. Extraction avec des fluides supercritiques
L’extraction avec des fluides supercritiques est une méthode tres importante qui mérite une
attention particuliere. Parmi les avantages de cette méthode on peut citer la durée
d’extraction plus courte, une sélectivité élevée ainsi que la facilité d’éliminer le solvant
aprés 1’extraction par simple décompression [69] par rapport aux techniques

conventionnelles.
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I1l.  Méthodes d’analyse
La complexité des extraits de plantes nécessite des techniques de séparation efficaces pour
identifier les diverses molécules. Différentes techniques d’analyse s’offrent a
I’expérimentateur pour la séparation et I’identification des produits naturels tels que la
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) et la HPLC couplée a la spectrométrie
de masse MS (HPLC/MS) [70, 71].

% La chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

La chromatographie liquide & haute performance consiste a exploiter les interactions des
solutés avec la phase mobile liquide et la phase stationnaire solide sous haute pression. Les
solutés sont séparés en fonction de plusieurs paramétres tels que ’affinité du soluté dans
I’éluant, la polarité ou la charge électrique. Apres leurs séparations, les solutés sont
identifiés en fonction de leurs vitesses d’adsorption et de désorption ainsi que par leur
temps de rétention a la sortie de la colonne a 1’aide d’un détecteur couplé a la colonne
chromatographique [72]. HPLC demeure la technique la plus utilisée car elle présente de
nombreux avantages tels que ; sa simplicit¢é de mise en ceuvre, sa reproductibilité, la
disponibilité de phases stationnaires ainsi que les possibilités diverses de couplage avec
d’autres techniques chromatographiques et/ou des systémes de détection. Par exemple,
couplage de HPLC avec I'ultraviolet visible (UV-vis), fluorescence, spectrométrie de
masse (MS) et résonnance magnétique nucléaire (RMN). La technique de HPLC peut étre
utilisée selon plusieurs modes de séparation en fonction des propriétés physico-chimiques
des analytes a séparer dont le mode dit phase normale (NP, Normal Phase) dans lequel la
phase mobile est peu polaire et la phase stationnaire est polaire. Dans le mode dit phase
inverse (RP, Reversed Phase) la phase mobile est polaire et la phase stationnaire est
apolaire.

IV.  Quantification des polyphénols par spectrophotométrie (UV-visible)
La spectroscopie d’absorption dans ’'UV-visible est une méthode d’analyse couramment
utilisée aux laboratoires. Elle est basée sur la capacité des molécules a absorber les
radiations lumineuses de longueur d’onde déterminée. La spectroscopie UV-visible
présente un large domaine d’application. Elle est utilisée en chimie minérale, chimie
organique, biochimie, analyses médicales et analyses quantitatives. Cette large utilisation
est surtout due a sa grande sensibilité, sa rapidité et sa simplicité d’utilisation [73].
La spectrophotométrie consiste surtout a mesurer [’absorbance dans le domaine
UV/visible. Cette absorption est due au passage d’électrons d’un niveau énergétique a un

autre supérieur avec une modification des états de vibration et de rotation. Ainsi, I’électron
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\

passe d’une orbitale moléculaire a une autre [74]. D’une maniére générale, la solution
qu’on désire étudier 1’absorption est placée dans une cuve en quartz a faces transparentes et
paralléles, et traversée par un faisceau optique perpendiculairement a ces faces. Apres
avoir fixé une longueur d’onde, la lumiere monochromatique incidente d’intensité Io
traverse la cuve contenant la solution et I’appareil mesure I’intensité | de la lumiére
transmise. La valeur affichée par ’appareil est ’absorbance a cette longueur d’onde [75].

V. Propriétés antioxydante des composés phénoliques

Les composés phénoliques, par leur structure, sont des agents réducteurs capables de
réagir avec les radicaux libres produits par notre organisme et ainsi renforcer les défenses
antioxydantes en captant les radicaux libres. Les polyphénols possédent de multiples
propriétés biologiques et pharmacologiques telles que I’effet antioxydant, anti-algique et
anti-inflammatoire [76,77]. Cependant, les composés phénoliques peuvent agir en tant
qu’antioxydants de différentes maniéres soient par le piegeage direct des radicaux libres ou
par la chelation des ions métalliques. Comme exemple de composés phénoliques, les
flavonoides (flavonols) sont capables de piéger les radicaux libres oxygenés par transfert
d’un électron ou d’un hydrogeéne, ainsi qu’ils sont capables d’exercer la complexation des
métaux de transition ce qui améliore le pouvoir antioxydant. La structure des flavonoides
tels que les flavonols sont caractérises par la présence d’une fonction catéchol sur le cycle
B (Fig 1.4). Gréace a la configuration des hydroxyles sur le noyau B, les radicaux phénoxy
sont stabilisés par la présence d’un hydroxyle en ortho de celui qui va céder son atome
d’hydrogene. En effet, cette stabilité résulte de la délocalisation de I’électron non apparié
et de la formation d’une liaison. Aussi la présence de la double liaison entre C2 et C3 et la
fonction carbonyle en C4 dans le cycle C (Fig 1.4) permet une délocalisation électronique

stabilisante du radical phénoxy et par conséquent un pouvoir antioxydant important.
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Figure 1.4: La structure de la molécule de flavonols
Les composés phénoliques sont utilisés dans plusieurs domaines de par leur pouvoir
antioxydant, tel que: les préparations pharmaceutiques, 1’industrie agroalimentaire, etc. Par
ailleurs, des études récentes ont montrée que les polyphénols présentent une activité
anticorrosive importante [78].
VI. Critéres de sélection des plantes objets de 1I’étude :

Les plantes utilisées au cours de cette étude ont eté sélectionnées selon les criteres
suivants :

v’ Leurs compositions en substances bioactives (flavonoides et tanins)

v" Leurs abondances dans la nature et en culture

v’ Leurs disponibilités sous forme de biodéchets

v' Leurs rendements en substances actives

v" Leur efficacité inhibitrice contre la corrosion de I’acier doux en milieu

corrosif HCI 1 M prouvée par des tests électrochimiques préliminaires.
VII.  Monographie des especes sélectionnées
VI1I.1. Présentation de |’Ammi visnaga

L’Ammi visnaga est connue sous son nom vernaculaire «Bechnikha», c’est une plante
herbacée vivace de la famille des Apiaceae ou Umbelliferae de 20 a 80 cm de hauteur,
glabre, a racine pivotante, la tige est robuste, rameuse, entierement couverte de feuilles
[79]. Les feuilles sont composées de plusieurs variantes, a segments linéaires, la floraison a
lieu de juillet a septembre [80]. L'inflorescence est une ombelle trés dense composée de
trées nombreux rayons épaissis et connivents apres la floraison qui s'insérent sur un
réceptacle dilaté en disque a maturité [81]. Les fruits sont de petites graines ovales de 2-2.5
mm [81].
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V11.1.1. Classification systéematique
La classification systématique de I’Ammi visnaga selon Gaertn en 1788 est donnée ci-

dessous :
Régne Plantae
Ordre Apiales
Sous-ordre Apiineae
Famille Apiaceae
Sous-famille Apioideae
Genre Ammi
Espéce Ammi visnaga

V11.1.2. Différents usages d’Ammi visnaga
L’Ammi visnaga a éte utilisée traditionnellement pour le traitement de diverses pathologies
dont on cite: les calculs rénaux; des coliques néphrétiques; les douleurs au niveau du
tractus, le traitement de I'angine de poitrine et les maladies cardiovasculaire [82]. Ainsi,
plusieurs études confirment I’activité antioxydante, antalgique, anti-inflammatoire et
antimicrobienne des extraits de [’Ammi visnaga grace a sa composition riche en
polyphénols [83,84]. L’extrait aqueux de /’Ammi visnaga presente eégalement des effets
anticorrosifs sur I’acier SX 316 dans une solution acide [85].

VI11.1.3. Composition chimique de I’Ammi visnaga
Les fruits contiennent des furanochromones, surtout de la khelline (1 a 2 %), la visnagine,
des composés a fonction alcool (I’ammiol, le visammiol et le khellol [86-90]. Ce dernier
existant aussi sous la forme de 2 glucosides : khellol-glucoside et khellinine. On y trouve
également des pyranocoumarines, des flavonoides et des tanins [91-93].
La teneur de ces composeés varie largement selon les facteurs génétiques, les conditions
environnementales, la période de récolte, le mode d’extraction, la partie de la plante
étudiée, le solvant d’extraction et le mode de séchage de la plante [94,95].

VII. 2. Présentation de Zea mays

Le Zea mays est une plante herbacée tropicale annuelle érigée, robuste, généralement non
ramifiée de la famille des Poacées. Elle peut atteindre jusqu'a 6 métres de hauteur. Les
fleurs du mais sont monoiques dans lesquelles les fleurs males et femelles sont situées dans
des inflorescences différentes sur une méme tige. Les fleurs males (gland) au sommet de la

plante produisent du pollen jaune. Pendant ce temps, les fleurs femelles produisent du mais
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et sont situées dans les aisselles des feuilles. Les soies sont des stigmates allongés qui
ressemblent a une touffe de poils (sont des fils de la fleur femelle de mais). Il s'agit d'un
déchet provenant de la culture du mais disponible en abondance [96]. Il est connu sous son
nom vernaculaire «Dourax». Le mais est le taxon le plus connu du genre Zea, qui comporte
d’autres especes et sous-especes dénommeées téosintes. Le mais est l'une des cultures les
plus couramment répandues de par le monde comme céréale mais aussi comme plante
fourragére.
VI1.2.1. Classification systématique
La classification de mais a été faite selon Cronquist en 1981 est comme suit :

Régne Plantae

Classe Liliopsida
Sous-classe Commelinidae

Ordre Cyperales

Famille Poaceae
Sous-famille Panicoideae

Genre Zea

Espece Zea mays

VI11.2.2. Composition chimique des stigmates de zea mays

Les stigmates de Zea mays contiennent plusieurs composeés tels que : les protéines, les
vitamines, les glucides, les sels Ca?*, K*, Mg?* et Na*, des stéroides comme le sitostérol et
le stigmastérol, des alcaloides, des saponines et des flavonoides [97-102]. D’autres
composes phénoliques sont presents dans Zea mays tels que les anthocyanines, I'acide p-
coumarique, I’acide vanillique, l'acide protocatéchoique, les dérivés de I'hespéridine,
quercetine, les formes hydroxycinnamiques liées d'acide p-coumarique et férulique [103],
flavones gylycosidiques [104].
VI11.2.3. Différents usages de Zea mays

Il a été utilisé de maniere traditionnelle dans de nombreuses régions du monde comme la
Chine, la Turquie, les Etats-Unis, la France et le Maroc pour le traitement de I'cedéme, des
calculs rénaux, des troubles de la prostate et des infections urinaires et antidiabétiques
[105, 106-111]. D'autres activités bénéfiques de Zea mays incluent I’activité antifongique,
antidépresseur [105, 112, 113], antioxydants [114, 115] et antibactérienne [116]. D’autres

études ont révéle I’efficacité de Zea mays pour inhiber la corrosion des métaux [117, 118].
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VIIIl. Optimisation de méthode d’extraction par ultrasons (plans
d’expériences)

VIII1.1. Définition d’un plan d’expérience
Le plan d’expérience est une technique qui permet de minimiser le nombre d’essais ainsi
que de quantifier les effets de divers facteurs sur une réponse dans des domaines
expérimentaux bien déterminés [119]. Avec les plans d'expériences on obtient le maximum
de renseignements avec le minimum d'expériences. Pour cela, il faut suivre des regles
mathématiques et adopter une démarche rigoureuse [120]. Il existe de nombreux plans
d'expériences qui peuvent étre regroupés en deux grandes classes [121] adaptés a tous les
cas rencontrés par un expérimentateur.
Plan de criblage : plan factoriel fractionnaire, plan sursaturé, plan factoriel complet.
Plan de modélisation : plan non conventionnel, plan composite centré, plan de Doehlert,
plan de Box-Behnken, plan D-optimaux.
Dans cette étude, nous avons adopté le plan de Box-Behnken.

VII1.2. Les plans de Box-Behnken
Les plans de Box-Behnken s'adressent exclusivement aux modeles a trois niveaux par
facteur (étude des surfaces de réponse d’ordre 2) dont lesquels les points expérimentaux
sont représentés au milieu des arétes de chacun des c6tés d’un cube. Les plans de Box-
Behnken sont disponibles pour les modeéles avec 3 a 16 facteurs [122]. Un plan avec trois

facteurs est illustré dans la Figure 1.5 :
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Figure 1.5 : Plan de Box- Behnken avec trois facteurs [27,123]
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La compréhension de la méthode des plans d'expériences s'appuie sur des notions
essentielles a savoir : I’interaction, les facteurs, domaine d’un facteur, la réponse, domaine
d’étude, domaine expérimental, matrice d’expérience.

» L’interaction
L’effet pour lequel I’influence apparente d’un facteur sur une variable de réponse dépend
d’un ou de plusieurs facteurs. L’interaction indique une incohérence de I’effet principal
d’un facteur sur la réponse selon le niveau d’un autre facteur [123].

» Les facteurs
Les paramétres que 1’on fait varier au cours des essais et sensés influer la variation de la
réponse (les variables que I’on désire étudier qui est notée par X) [124]. Un facteur peut
étre qualitatif ou quantitatif, continu ou discontinu, contrdlable ou non contrdlable.

» Domaine d’un facteur
Un facteur varie généralement entre deux bornes a savoir : la borne inférieure et la borne
supérieur. Dans les plans d’expériences, un facteur varie entre le niveau bas (borne
inférieure notée le plus souvent par -1) et le niveau haut (borne supérieure notée le plus
souvent par +1) [125].

» Laréponse
Une réponse consiste a une quantification des performances du systéeme étudie (elle est
notée Y) [123].

» Domaine d’étude
Un seul facteur est représenté par un axe orienté, et s’il y a deux facteurs, le second est
représente, lui aussi, par un axe gradué et orienté. Ce domaine est défini par les niveaux
hauts et les niveaux bas de tous les facteurs et éventuellement par des contraintes entre les
facteurs [126].

» Domaine expérimental
C’est ’espace défini par la variation des facteurs quantitatifs et/ ou par les combinaisons
des modalités des facteurs qualitatifs.

» Matrice d’expérience
Une matrice d’expérience définit les essais a réaliser.

VI11.3. Méthodologie des surfaces de réponse

La méthodologie des surfaces de réponse (MSR) constitue le second volet de la méthode
des plans d’expériences apres celui du screening et qui consiste a déterminer parmi un tres
grand nombre de facteurs potentiellement influents ceux qui le sont vraiment. On notera

’utilisation courante du sigle anglo-saxon RSM, pour désigner «Response Surface
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Methodology». Cette technique permet de déterminer d’une maniére quantitative les
variations de la fonction réponse par rapport aux influences des facteurs [123]. Cette
méthode permet, grace a des modéles mathématiques empiriques, de déterminer une
relation d’approximation entre les réponses de sortie et le variables d’entrée pour optimiser
les paramétres du procédé afin d’atteindre des réponses souhaitables.
Nous avons utilisé cette méthode pour optimiser les conditions d’extraction (la
concentration du solvant, le temps d’extraction ainsi que solvant/la quantité de matiére) des
deux plantes étudiées par I’ultrason. Nous avons choisi un plan d’expériences basé sur la
meéthode de Box-Behnken permettant de faire varier les principaux facteurs qui influent le
rendement d’extraction ainsi que le taux des polyphénols afin de choisir un optimum grace
a un modeéle quadratique.
VI1I1.4. Modele mathématique postulé
On choisit a priori une fonction mathématique qui relie la réponse aux facteurs. On
considere un développement limité de la série de Taylor-Mac Laurin; les dérivées sont
supposees constantes et le développement prend la forme d'un polyndme de second ordre :
Y=YaiXi+ YaijXiYj+-+ Xaii X% + aij ...z XiYj .. Xz
Ou:
Yj : est la réponse mesurée au cours de I'expérimentation.
Xi: représente le niveau attribué au facteur i par I'expérimentateur pour réaliser un essai.
o, ai, ajj, aii - sont les coefficients du modele mathématique calculés a partir des résultats
des expériences
L'intérét de modéliser la réponse par un modeéle mathématique est de pouvoir calculer
toutes les réponses du domaine d'étude sans étre obligé de faire les expériences.
Dans ce travail, le logiciel Nemrodw a été utilisé pour déterminer, les coefficients des
polyndmes pour chaque réponse, calculer les écarts-types, déterminer p-value, analyse des
variances et enfin construire les surfaces de réponse.
VIIL5. Techniques d’analyse
VI11.5.1. Analyse de variance
L’analyse de la variance (ANOVA) est un outil important dans la détermination de la
signification d’un modéle mathématique. Elle est basée sur le calcul de I’écart total entre
les différentes mesures du plan d’expérience et la moyenne de ces mesures. L’écart total se
décompose en différentes composantes selon certains auteurs [126]. On trouve 1’écart de
régression qui présente la partie de I’écart total modélisable par le modéle mathématique et

I’écart résiduel qui présente la partie de I’écart total non modélisable, celui-ci correspond a
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la différence entre la réponse mesurée expérimentalement et la méme réponse modélisée.
L’écart résiduel se décompose en écart d’ajustement et écart expérimental pur. L’écart
expérimental pur correspond a I’erreur aléatoire de 1’expérimentation. Cet écart est di au
fait que lorsqu’on répéte un certaine nombre d’expériences dans les mémes conditions, on
obtient a chaque fois une mesure de valeur différente. L’écart d’ajustement est dii au choix
inadapté du type de modele postulé.

VI111.5.2. Coefficient de p-value
Dans le tableau de l'analyse de la variance, la valeur statistique la plus importante est la
valeur de p. Cette valeur peut prendre des valeurs comprises entre 0 et 1. Si p<0.05, on
conclut que I’effet d’un facteur est significatif et si p<0.01, on conclut que le facteur est
hautement significatif.

VI11.5.3. Coefficient de détermination
Le coefficient de détermination R? traduit la fraction des variations de la réponse expliquée
par le modele seul, il appartient a I’intervalle [0, 1]. Si R? est proche de 1, le modéle permet
de retrouver les valeurs des réponses mesurées. S’il est égal a 0, le modéle n’explique rien.
En présence de plusieurs variables explicatives, il faut impérativement éviter d’utiliser le
coefficient de détermination R2pour estimer la qualité du modele. Il faut utiliser un autre
coefficient qui est le coefficient de détermination ajusté R%ajusts.
R2ajuswest défini comme la différence entre le carré moyen des écarts des résidus et le carré
moyen des écarts expérimentaux. En effet, plus les valeurs de R%t R2juste sont proches de
1, plus la qualité descriptive du modeéle est satisfaisante.
Un autre coefficient permet de décrire la capacité prédictive du modeéle, appelé R%pred. La
valeur de R%req est toujours comprise entre 0 et 1, plus cette valeur est proche de 1, plus la
capacité prédictive du modele est bonne.

VII11.5.4. Validation du modele
Dans la pratique, trois méthodes de validation sont utilisées a savoir: (1) test de
signification globale de la régression; (2) test de I’analyse du manque d’ajustement et (3)
test de validation par les points.
Dans cette thése, nous avons appliqué le test de validation par les points. Il consiste a
réaliser des expériences en des points situés a I’intérieur du domaine d’étude, et a comparer
les valeurs mesurées a celles calculées a partir du modeéle. Ce dernier est validé si les
différences entre les valeurs mesurées et calculées ne sont pas statistiguement

significatives [126].
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VII1.5.5. Courbe d’iso-réponses et surface de réponse
L’exploitation du mod¢le validé est aussi réalisée graphiquement en tracant en 2 D les
courbes d’iso-réponses (Fig 1.6 A). Pour ce faire, on choisit, a chaque fois, deux variables a
étudier et en fixant 1’autre variable (par exemple, a leur valeur moyenne). En appliquant
2D+3D pour indiquer les valeurs de la réponse, on obtient une surface de réponses (Fig 1.6
B) illustrant 1’évolution de la réponse en fonction des niveaux des deux facteurs choisis

[126].
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Figure 1.6 : Courbes d’iso- reponse et surfaces de réponses
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B. Antioxydants et activité antioxydante :
Le terme antioxydant a été utilisé pour designer un produit chimique qui empécherait la
consommation de I'oxygéne. Les antioxydants ont la capacité de neutraliser les radicaux
libres et de prévenir les espéces réactives de I’oxygéne. A la fin du XIXe siécle et au début
du XXe siécle, des études ont été consacrées a l'utilisation des antioxydants synthétiques
dans des procédés industriels importants, telle la prévention de la corrosion des métaux, en
cosmétique, en pharmaceutiques. ..
A nos jours, le remplacement des antioxydants synthétiques par des antioxydants naturels
est devenu essentiel pour éviter les effets nocifs sur la santé humaine et sur
I’environnement.
I. Géneralité sur les antioxydants

1.1. Définition
Les antioxydants sont des molécules suffisamment stables pour donner un électron ou un
hydrogéne a un radical libre pour le neutraliser, retardent ou inhibent les dommages
cellulaires principalement par leur propriété de piégeage des radicaux libres, a des
concentrations relativement faibles [127] .Ces antioxydants de faible poids moléculaire
peuvent interagir en toute sécurité avec les radicaux libres et mettre fin a la réaction en
chaine avant que les molécules vitales soient endommagées.

1.2. Radicaux libres
Un radical libre peut étre défini comme especes moléculaires contenant un électron non
apparié dans une orbitale atomique ce qui les rend trés instables, tres réactifs et
endommagent d'autres molécules en extrayant des électrons afin d'atteindre la stabilité
[128-130].

1.3. Espéces réactives de I’oxygéne
Les especes réactives de 1'oxygene (ERO) sont des radicaux libres qui dérivent de la
molécule d’oxygene, par addition d’un électron. Parmi les espéces réactives de 1’oxygéne
les plus importants on trouve : le radical superoxyde (O2°), le radical hydroxyle (OH ), le
monoxyde d’azote (NO'), et aussi certains derivés oxygénés réactifs non radicalaires dont
la toxicité est importante tels que le peroxyde d’hydrogéne (H202) et le peroxynitrite
(ONOO ") [131]. Le radical OH" le plus toxique des radicaux libres est principalement le
responsable de la réactivité des ERO et est formée par la réaction de Fenton et d’Haber-
Weiss [132,133].
Réaction de Fenton : H,0, + Fe** — Fe*" +~ OH +* OH
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Réaction de Haber-Weiss : H,0, +0" -~ OH +* OH +%O2

I.4. Efficacité des antioxydants
Les antioxydants sont d’autant plus efficaces que les énergies de liaison au niveau du
groupe donneur d’hydrogéne sont faibles. L’efficacité des antioxydants phénoliques est
due en particulier a la stabilisation des radicaux phénotypiques par la délocalisation des
électrons autour du cycle aromatique et aussi au nombre de fonctions OH a hydrogene
labile [134,135].
I1. Classification des antioxydants
Les antioxydants peuvent étre classés en plusieurs catégories. Selon leur activité et leur
nature chimique. Ils peuvent étre classés comme antioxydants enzymatiques, non
enzymatiques et antioxydants de synthése.
I1.1. Antioxydants non enzymatiques
Ce sont des antioxydants naturels capables de prévenir les dommages oxydatifs par le
piégeage des radicaux libres, en intervenant directement sur les molécules pro-oxydantes
ou indirectement, par chélation des métaux de transition. Quelques exemples
d'antioxydants non enzymatiques sont la vitamine C, la vitamine E, les polyphénols
vegétaux et les caroténoides [136]. Une autre fagon de classer les antioxydants est basee
sur leur solubilité dans l'eau ou les lipides. Les antioxydants peuvent étre classés comme
des antioxydants hydrosolubles et liposolubles. Les antioxydants solubles dans I'eau (par
exemple la vitamine C) et les antioxydants liposolubles (par exemple, la vitamine E, les
caroténoides).
Les antioxydants peuvent également étre classés selon leur taille. Les antioxydants de
petites molécules et les antioxydants de grandes molécules. Les antioxydants de grandes
molécules sont des enzymes (Superoxide dismutase (SOD), Catalase (CAT) et glutathione
peroxidase (GSHPX)) et des protéines sacrificielles (albumine) qui absorbent les ERO et
les empéchent d'attaquer d'autres protéines essentielles. Les antioxydants de petites
molécules, neutralisent les ERO dans un processus appelé piégeage radicalaire. Les
principaux antioxydants de cette catégorie sont la vitamine C, la vitamine E, les
caroténoides et des composes phénoliques [137].
» Vitamine C
La vitamine C ou acide ascorbique (Fig 1.7) : est un antioxydant puissant capable de
piéger/neutraliser les ERO a des concentrations trés faibles, aussi c’est un réducteur

susceptible de limiter la peroxydation lipidique et intervient dans la régénération des autres
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antioxydants tels que 1’a-tocophérol [138,139]. Elle est sensible a la chaleur, aux

ultraviolets et a 'oxygene, présente dans la plupart des fruits et légumes (non synthétisée

par ’homme a cause de ’absence de 1’enzyme gulonolactone oxydase) [140, 141].

O

Figure 1.7 : Structure de I’acide ascorbique (vitamine C)

> Vitamine E
La vitamine E ou les tocophérols, des vitamines liposolubles les plus actives
biologiqguement avec des caractéres antioxydants, jouent un rble important dans la
suppression de la peroxydation des lipides et saccumulent sur des sites ou la production
des radicaux d'oxygéne est la plus élevée [142].La vitamine E neutralise les radicaux
peroxyde [143].

» Caroténoides et composés phénoliques
Parmi les caroténoides les plus importants, on trouve le béta-carotene qui est un piégeur
efficace des especes radicalaires [144]. Les composés phenoliques sont caractérises par
leur capacité¢ antioxydante dans 1I’¢limination des chaines radicalaires par des mécanismes

de transfert des protons ou d’électrons (Fig. 1.8) [145-147]. L'interaction des groupes
hydroxyles de composés phénoliques avec le (R") donne aux molécules formées avec des

propriétés particuliéres, notamment la capacité a genérer les radicaux libres, ou le radical

est stabilisé par délocalisation.
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OH 0
R = G—FRH* -— _—

Figure 1.8: Mécanisme d’action des antioxydants phénoliques (piégeage des radicaux
libres)
I1.2. Antioxydants de synthése :

Les antioxydants de synthése tels que le butyle hydroxy anisole (BHA), le butyle hydroxy
toluéne (BHT) et ’acide ascorbique sont tres efficaces mais susceptibles de manifester des
effets secondaires voire toxiques [148,149]. Les antioxydants naturels sont capables de
prévenir les dommages oxydatifs. 1l devient de plus en plus recommandé de remplacer les
antioxydants synthétisés. Plusieurs molécules bioactives ayant des propriétés antioxydantes

sont isolées des plantes [150-152].

I1l. Méthodes de déterminations de ’activité antioxydante :
Il existe une trés grande diversité de méthodes pour évaluer I’activité antioxydante des
extraits d’origine végétale et des huiles essentielles. Plusieurs méthodes sont été dédiées a
I’analyse des étapes distinctes du processus d’oxydation comme par exemple la mesure de
la consommation de l’oxygéne au cours de l’oxydation; la formation des produits
d’oxydation et la capacité a piéger les radicaux libres a différentes phases.
Dans cette these, nous nous sommes intéressés a quatre techniques a savoir: DPPH®, FRAP,
B-caroténe et I’activité antioxydante totale.

I11.1. Test DPPH" (1, 1-diphenyl-2-picryhydrozyl)

La méthode de DPPH" (1, 1-Diphenyl-2-picryhydrozyl) a été utilisée pour la premiére fois
par Blois [153]. Elle est basée sur la réduction des radicaux libres par la réaction entre le
radical DPPH" et I’antioxydant (AH) ce qui conduit a la formation de (DPPH-H) et d’un
radical plus stable A". Au cours de cette réaction, la colorimétrie de la solution change sous
I’effet d’un agent antioxydant qui entraine la décoloration de la solution.
Le pourcentage du DPPH restant est proportionnel a la concentration de ’antioxydant. La

concentration du composé phénolique nécessaire pour atteindre une disparition de 50 % du
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DPPH a I’équilibre est connue sous ’acronyme 1C50. La méthode du DPPH" a éte utilisée
par de nombreux auteurs, du fait de sa rapidité et de sa reproductibilité.

I11.2. Pouvoir réducteur (FRAP, ferric reducing antioxydant power)
La méthode de FRAP correspond a la réduction d’un complexe tripyridyltriazine ferrique
[(Fe(111)-TPTZ)®] en un complexe tripyridyltriazine ferreux [(Fe(11)-TPTZ)? par un
antioxydant (AH), a un pH légerement acide de 6.6 [154]. Pendant la réaction, une
coloration bleue apparait ce qui montre la réduction du complexe ferrique en complexe
ferreux. Plus la couleur bleue est intense, plus I’échantillon peut étre considéré comme un
bon réducteur.

I11.3. Méthode de blanchissement du R-carotene
Cette méthode consiste a mesurer I’inhibition de décoloration du R-caroténe par les
produits d’oxydation de I’acide linoléique en présence d’un antioxydant. Cependant,
I’oxydation de I’acide linoléique génére des radicaux peroxydes qui vont par la suite
oxyder le B-caroténe entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge. La présence d’un
antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de I’acide linoléique et donc
prévenir I’oxydation et le blanchissement du B-caroténe. Donc, on peut conclure que
I’efficacité d’un antioxydant est plus grande lorsque la décoloration du R-caroténe est lente
[155].

I11.4. Méthode de ’activité antioxydante totale (AAT)
L’activité antioxydante totale (AAT) des extraits est basée sur la réduction du molybdene
Mo (V1) présent sous la forme MoO.4* en complexe vert de phosphate/ Mo(V) a pH acide
[156].
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C. Généralités et revue bibliographique sur D’inhibition de la

corrosion :
Dans cette partie du chapitre, la synthése bibliographique est présentée en deux parties.
Dans la premiére partie, ’accent est mis sur la corrosion des métaux en milieux acides,
I’utilisation des inhibiteurs, les mécanismes d’action des inhibiteurs ainsi que la méthode
d’analyse de la corrosion. Dans la seconde partie, nous présentons les différents travaux de
recherche portant sur I’utilisation des inhibiteurs naturels comme inhibiteurs de la
corrosion de I’acier doux dans un milieu acide et sur leurs mécanismes d’action.
I. Définition et généralités sur la corrosion
I.1.  Définition
Les matériaux métalliques utilisés dans la pratique sont naturellement exposes a la
corrosion lorsqu’ils sont en contact avec les milieux atmosphériques et aqueux. Donc, la
corrosion des metaux est I'un des problemes que nous rencontrons dans les sociétés
industrialisees ; c'est pourquoi elle a éte étudiée de maniére globale depuis la révolution
industrielle de la fin du XVIlle siécle.
Le terme "corrosion” tient son origine en Latin. Le mot latin signifie "ronger” et
"corroder”. Selon la norme 1SO 8044 la corrosion est définie comme une interaction
physico-chimique entre un meétal et son milieu environnant, entrainant des modifications
dans les propriétés du métal et souvent une dégradation fonctionnelle du métal lui-méme
[157].
Selon le recueil des définitions des termes chimiques de 1’Union Internationale de la
Chimie Fondamentale et Appliquée (seconde édition — 1997 du compendium de 'TUPAC)
[158], la corrosion est une réaction inter-faciale irréversible d'un matériau (métal,
céramique, polymeére) avec son environnement qui entraine la détérioration et la
dissolution des matériaux.
Autrement, la corrosion est un processus d'oxydation chimique ou électrochimique dans
lequel le métal transfere des électrons dans I'environnement et subit un changement de
valence de zéro a une valeur plus positive en raison d'un écoulement de courant.
L'environnement peut étre liquide, gazeux, hybride ou sol-liquide. Ces environnements
sont appelés électrolytes car ils ont leur propre conductivité pour le transfert de charges
ioniques. Par exemple dans une solution aqueuse, le processus de corrosion des métaux et
d’alliages est d0 principalement aux réactions électrochimiques [159,160] sous I’action de

deux réactions élémentaires réaction anodique (oxydation) et réaction cathodique
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(réduction). Ces réactions sont définies ci-dessous pour le métal du fer immergé dans une

solution acide chlorhydrique.

Fe — Fe? +2e" 1.1 Réaction d’oxydation
. _ 1.2 Réaction de réduction
2H" +2¢” > H,
1.3 Réaction globale

2H" + Fe+2Cl- > Fe* + H, + 2CI~

Comme les ions chlorure ne participent pas directement a la réaction, on peut simplifier la

réaction (1.3) :

1.4
2H" + Fe—>Fe®" +H,

Dans le cas d’un milieu neutre ou alcalin, la réaction de réduction est :
1.5

O, +2H,0+4e” —»40H "
Les especes oxydantes intervenant le plus souvent dans la corrosion électrochimique sont :
la molécule d’eau (en milieu désaéré), les protons hydrogénes en milieu acide et I’oxygéne
dissous en milieu alcalin [161].
I.2.  Facteurs de la corrosion
Les processus de la corrosion des métaux dépendent d’un grand nombre de facteurs et
peuvent étre classés en quatre groupes principaux [162] :
» Facteurs métallurgiques: Par exemple, la composition de 1’alliage,
Procédés d’¢laboration, traitement thermique, traitement mécanique. ..
» Facteurs dépendant du temps: Par exemple, vieillissement des matériaux,
tension mécanique, modification des revétements protecteurs....
» Facteurs définissant les conditions d’emploi: Par exemple, I’état de
surface, les formes des piéces, le mode d’emploi d’inhibiteur ...
» Facteurs dépendant du milieu corrosif: concentration du réactif, teneur en
oxygéne, pH du milieu, température et pression...
1.3.  Généralités sur les aciers
Selon la norme NF EN 10020, « on appelle acier un matériau dont le fer est I’élément
prédominant, sa teneur en carbone est généralement inférieure a 2 % et il contient d’autres
éléments [163]». On peut classer les divers types d’alliages a base de fer selon leur
composition chimique ou selon leur domaine d’utilisation en quatre familles d’aciers :

» Les aciers au carbone (I’acier doux) d’usage général
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> Les aciers non alliés (pour traitement thermique, soudables, forgeables...)
» Les aciers fortement alliées (trés haute résistance, utilisés dans
I’aéronautique et pour la fabrication de coque de sous-marins.
> Les aciers inoxydables (les applications sont multiples : chimie, nucléaire,
alimentaire...)
L’acier doux est faiblement résistant a la corrosion, il est moins cher et plus utilisé par les
industriels, dans les constructions routiéres, les industries chimiques, dans le domaine
automobile, la construction navale...
Néanmoins, il faut tenir compte des conséquences de la corrosion lorsqu'on utilise l'acier
comme matériau principal. La corrosion des aciers codterait plus de milliards de dollars
pour son entretien. On n’estime que le colt moyen pour la plupart des pays industrialisés
de 1 a5 % de leur produit national brut (PNB) [164,165]. La plupart des pertes sont d'ordre
économique (arrét des équipements) et d’aspects sociaux (santé) [164] ce qui nécessite la
mise en place d’une politique de prévention et de lutte [166]. Il existe de nombreuses
méthodes pour lutter contre la corrosion du métal par exemple: la galvanisation, la
protection cathodique et anodique, I’utilisation de solution antirouille (revétements
métalliques) et I’ajout d’inhibiteurs de corrosion, etc. Cependant, I’'utilisation des
inhibiteurs de corrosion est souvent recommandée dans les milieux acides [167].
1. Protection de la corrosion par les inhibiteurs

I1. 1. Inhibiteurs et inhibition
Etymologiquement, le terme ¢’inhibition’> vient du mot Latin, qui signifie ’mettre
opposition a D’activité”’. 1l a été observé, depuis de nombreuses années, que les
canalisations de certaines eaux naturelles étaient protégées de la corrosion par des dépots
de calcaire se formant sur leur paroi interne, et que le passage d'une eau pure dans ces
canalisations provoquait des fuites dans le réseau. Il est devenu nécessaire d'ajuster la
composition minérale de I'eau par adjonction du calcium afin de protéger les canalisations,
donnant ainsi naissance a la technique de I'inhibition [168].
Selon la norme 1SO 8044 [169] I’inhibiteur est une : «Substance chimique ajoutée au
systéeme de corrosion a une faible quantité, a une concentration choisie pour son efficacite,
entraine une diminution de la vitesse de corrosion sans modifier de maniere significative la
concentration d’aucun agent corrosif contenu dans le milieu agressif».
Un inhibiteur de corrosion doit vérifier un certain nombre de propriétés fondamentales:
abaisser la vitesse de corrosion du métal tout en conservant les caractéristiques physico-

chimiques, étre soluble, étre stable en présence d’autres constituants, étre stable dans le
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domaine de températures utilisé, étre efficace a faible concentration, étre efficace dans les
conditions d’utilisation, étre facile a mettre en ceuvre. Il ne doit pas favoriser la croissance
des bactéries, étre compatible avec les normes de sécurité en vigueur de non-toxicité et de
protection de I’environnement. Il faut noter que la non-toxicité est le point faible des
molécules inhibitrices actuellement utilisées. En effet, un certain nombre d’entre elles sont
sur le point d’étre interdites et c’est pour cela que les recherches s’orientent vers des
molécules moins agressives pour 1’environnement.
La protection par un inhibiteur de corrosion peut étre: une protection irréversible
(permanente) [170] ou une protection réversible (temporaire) (stockage, nettoyage ...) ou
encore lorsque la piéce est soumise a des usinages trés séveres comme le pergage.
Le choix d'un inhibiteur pour prévenir ou minimiser la corrosion d'un métal dépend
principalement de la nature du métal et de I’environnement corrosif.
L'inhibiteur peut fonctionner comme indiqué ci-dessous :
» @&tre adsorbeé sous forme de film sur la surface d'un métal;
» modifier les caractéristiques de l'environnement soit en produisant des préecipités
ou l'inactivation d'un constituant agressif pour qu'il ne corrode pas le métal.
Dans une solution corrosive, on peut utiliser un ou plusieurs inhibiteurs. Dans ce cas, l'effet
anti-corrosif total ne correspond généralement pas a la somme de chacune des actions
intrinséques respectives, mais grace a une synergie qui peut se manifester [171].
I1.2.  Classification des inhibiteurs:
Plusieurs possibilités ont été adaptées pour classer les inhibiteurs les un par rapports aux
autres [172]:
v’ La nature chimique des inhibiteurs;
v' Le mécanisme d’action électrochimique des inhibiteurs (inhibiteurs cathodiques,
anodiques ou mixtes) ;
v" Le domaine d’applications ;
v' Les mécanismes d’interface et principes d’action (adsorption a la surface du
métal et/ou formation d’un film protecteur).
11.2.1.  Nature chimique des inhibiteurs :
Selon la nature chimique on peut distinguer deux types d’inhibiteurs : organiques et
minéraux.
Les inhibiteurs minéraux sont le plus souvent utilisés dans un milieu proche de la
neutralité, ou alcalin et plus rarement en milieu acide. Les phénomenes d’inhibitions sont

souvent assurés par les cations essentiellement Ca?* et Zn?* qui forment des sels insolubles
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avec certains anions tels que I’hydroxyle (OH’). Le nombre de molécules minérales en
usage comme inhibiteur de corrosion a I’heure actuelle est en restriction car la plupart des
produits efficaces sont néfastes pour I’environnement.
Les inhibiteurs organiques sont souvent utilisés en milieu acide. Cependant, en raison de
leur écotoxicité, ils sont de plus en plus utilisés en milieu neutre/alcalin. Les inhibiteurs
organiques posseédent au moins un centre actif susceptible d'échanger des électrons avec le
métal, tels I'azote, I'oxygene, le phosphore ou le soufre. En outre, les groupes fonctionnels
permettant leur fixation sur le métal sont : les fonctions’NH>, "SH, "OH et COOH. L’action
inhibitrice de ces composés organiques est liée a la formation par adsorption d’une barriére
qui empéche I’infiltration de la solution a I’interface métallique.

11.2.2.  Mécanismes d’action électrochimique
On peut distinguer les inhibiteurs anodique, cathodique ou mixte. L’inhibiteur de corrosion
forme un film barriére a la surface métallique, en bloquant soient les sites anodiques, les
sites cathodiques (inhibiteur cathodiques), ou les deux sites en méme temps (inhibiteurs
mixtes).

11.2.3. Domaines d’application
Les inhibiteurs de corrosion sont souvent classés selon leur domaine d’application. En
milieux aqueux, les inhibiteurs pour milieux acides sont employés, entre autres, pour éviter
une attaque électrochimique de ’acier lors du décapage et detartrage [173]. Les inhibiteurs
pour milieux neutres servent surtout a protéger des circuits de refroidissement [174]. En
milieu organique, de grandes quantités d’inhibiteurs de corrosion sont utilisées dans les
lubrifiants pour moteurs et dans I’essence puisque ces liquides contiennent souvent des
traces d’eau et des espéces ioniques qui peuvent provoquer une corrosion notamment par
piglres [175]. Dans les peintures, des inhibiteurs sont également utilisés [176, 177]. En
phase gazeuse les inhibiteurs sont souvent employés pour une protection temporaire. 1l
s’agit le plus souvent de composés organiques ayant une tension de vapeur élevée [178].
D’autres inhibiteurs sont également utilisés en milieux basiques [179].

I1.2.4. Mécanismes d’interface et principes d’action
Ce type d’inhibiteurs est classé selon leur mode de fixation a la surface métallique. On peut
distinguer des inhibiteurs d’adsorption ou "d’interface" et les inhibiteurs dits
"d’interphase”.

v Les inhibiteurs d’interface: sont observés en milieu acide et agissent par
La formation des films mono ou bidimensionnels de molécules par adsorption a la surface

du métal. Dans ce cas, I’adsorption de I’inhibiteur peut s’effectuer selon différents
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processus a savoir : le blocage des sites actifs, le blocage géométrique de la surface du
metal ou bien par la modification de la cinétique réactionnelle.

v Les inhibiteurs d’interphase: sont spécifiques aux milieux neutres ou

alcalins et forment des films tridimensionnels entre le substrat corrodé et les molécules
d'inhibiteurs [180]. Dans ce cas, le taux d’inhibition dépend fortement des propriétés
meécanique, structurale et chimique du film.
Notons qu’il existe deux types de liaisons entre ’espéce adsorbée et la surface métallique ;
qu’ils s’agissent de la liaison électrostatique et de la liaison chimique. Donc deux types
d’adsorption: la physisorption et la chimisorption. Ces deux types d’adsorption sont
influencés par la nature et la charge du métal, la structure chimique de I’inhibiteur et le
type d’électrolyte. Par ailleurs, dans certains cas, des liaisons hydrogene peuvent
également étre formees.

v Adsorption chimique (chimisorption)

Le processus d’adsorption chimique met en jeu un transfert ou un partage d’électrons entre
les molécules de I’inhibiteur et les orbitales « d » vacantes de la surface du métal. Ceci
permet de former des liaisons de coordination ou des liaisons covalentes irréversibles et
spécifiques pour chaque métal. C’est un processus lent, dépendant de la température et est
caractérisé par une grande énergie d’activation et conduit a une efficacité plus importante
de I’inhibiteur [181] par rapport au mécanisme de physisorption.

» Adsorption physique (physisorption)

L’adsorption physique résulte d’une interaction électrostatique entre les ions ou les dipoles
de linhibiteur et la surface du métal électriquement chargée. Dans ce cas, on peut
distinguer trois types de liaisons : les liaisons de Van der Waals (toujours présentes), les
liaisons polaires dépendant des charges de surface et de I’inhibiteur et les liaisons
hydrogene s’établissant entre un donneur de liaison de doublet libre tels N, O, P, S et un
accepteur d’électrons [182]. Les espéces inhibitrices adsorbées a la surface métallique en
raison des forces électrostatiques sont généralement faibles et peuvent également étre
désorbées facilement. Aussi, les ions adsorbés ne sont pas en contact direct avec le métal
mais il existe une couche de molécules d’eau qui sépare le métal des ions. C’est un
mécanisme indépendant de la température et est caractérisé par une énergie d’activation
faible [182]. Dans le cas ou la molécule inhibitrice peut établir des liaisons multiples avec
la surface métallique, des complexes de surface peuvent se former. Il s’agit de composés
organiques qui possedent plusieurs groupes fonctionnels s’adsorbant simultanément sur un

ou plusieurs atomes métalliques de la surface avec cyclisation de la molécule. On appelle
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ces mécanismes particuliers chélation. La plupart des inhibiteurs synthétiques inorganiques
ou organiques sont des substances toxiques pour I’environnement et les étres humains
[183,184]. A cause des effets néfastes des inhibiteurs synthétiques sur 1’environnement,
nous étions conduits a l'utilisation de produits naturels d’origine végétale comme agents
anticorrosifs respectueux de l'environnement et de la santé humaine. Les substances
naturelles représentent aussi une source riche en composés actifs qui peut étre renouvelable
[185,186]. Les inhibiteurs extraits de matiére végétale sont riches en molécules
hétérocycliques et aromatiques, contenant des hétéroatomes, tels que les tanins, les
flavonoids, les saponines, les stéroides et les alcaloides [187-189].

I11.3. Facteurs influencant le taux d’inhibition en milieux acides
L’efficacit¢ inhibitrice d’un inhibiteur dépend de la structure moléculaire, de la
concentration ainsi que de la température.

e Structure moléculaire
La molécule inhibitrice s’adsorbe a la surface du métal par son groupement fonctionnel qui
tend & former des liaisons avec le métal en donnant des électrons.

e Concentration de ’inhibiteur
L’influence de la concentration de I’inhibiteur sur le taux d’inhibition peut étre mise en
évidence par 1’étude des isothermes d’adsorption. Ces isothermes permettent de déterminer
le mécanisme d’adsorption des différentes molécules. Quatre isothermes classiques sont
souvent utilisées a savoir : I’isotherme de Langmuir, de Temkin, de Frumkin et Freundlich.
Dans notre travail, nous allons tester ces quatre modeéles pour identifier le mode
d’adsorption des différentes familles des molécules extraites de la matiere végétale.

» lIsotherme de Langmuir

Ce modele suppose qu’il existe a la surface un nombre limite de sites, dont chacun ne peut
accueillir qu’une seule particule. L’adsorption des molécules se produit sur des sites
énergétiquement homogene, sans interactions entre les particules adsorbées et par
conséquent 1’énergie d’adsorption est constante [190]. La théorie de Langmuir considére
que la vitesse d'adsorption est égale a la vitesse de désorption a I'équilibre pour lequel la
quantité de soluté adsorbée est constante. L’isotherme de Langmuir est donné selon

I’équation linéaire suivante (1.6) :

33




Chapitre | : Généralités sur les substances naturelles et leurs activités antioxydante et anticorrosion

=~ +C

E 1 (1.6)
0 K

ads
Ou:
©: le taux de recouvrement de la surface
Kads: le coefficient d’adsorption
» Isotherme de Temkin
Ce modele suppose que I’énergie libre d’adsorption de 1’adsorbat varie d’une manicre
linéaire avec le taux de recouvrement 6 et que I’adsorption des molécules se produit sur des
sites énergétiquement hétérogénes ce qui suppose des interactions entre les espéces

adsorbées. L’isotherme de Temkin est donnée selon 1’équation linéaire suivante (1.7) :

ezg—;(ln K. +INC) (-7
ou:
a: constante d’interaction entre particules adsorbées
Kads : désigne le coefficient d'adsorption
Cinn : la concentration de l'inhibiteur dans I'électrolyte
0: est le taux de recouvrement de la surface
» Isotherme de Frumkin
L’isotherme de Frumkin permet de tenir compte des interactions entre les molécules
adsorbées sur des surfaces énergétiqguement hétérogenes. L’isotherme de Frumkin peut étre
considérée comme le cas genéral de Langmuir (quand a = 0) et de Temkin (quand o >> 0).

L’équation de I’isotherme de Frumkin est donnée par la relation suivante (1.8):

In—2—)=InK_, +2a0 (18)
Cl-0)
Ou:
Kads: constante d’équilibre de la réaction d’adsorption ;
Cinh: concentration de I’inhibiteur;
o: parametre d’interaction ;
0: est le taux de recouvrement de la surface ;
» Isotherme de Freundlich
Le mode¢le d’adsorption de Freundlich est établi dans le cas de formation possible de plus

d’une monocouche d’adsorption & la surface ou les sites sont hétérogenes avec des
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énergies de fixation différentes. L’isotherme d'adsorption de Freundlich est donnée par la
relation suivante (1.9):
INn&d=INnK__ +ninC (1.9)
Ou:
Kads: constante d’équilibre de la réaction d’adsorption ;
Cinn: concentration de ’inhibiteur ;
n: est positif généralement ;
0: est le taux de recouvrement de la surface ;

e Effet de la température
La température est un facteur cinétique qu’un effet important sur le processus de la
corrosion. 11 peut modifier le comportement d’un matériau ainsi que 1’interaction métal —
inhibiteur dans un milieu corrosif. Donc la température peut affecter la vitesse de la
corrosion d’un métal. Tres souvent la variation da la vitesse de corrosion est donnée par la
loi d’ Arrhenius [191] selon 1’équation (1.10) :

—E (1.10)

W, = Aex a
corr p( RT )

Ou:

W corr : Vitesse de corrosion ;

Ea : ’énergie d’activation ;

A : facteur pré-exponentiel ;

Généralement, la vitesse d’une réaction chimique augmente avec la température, mais dans

certains cas, on peut avoir l'effet inverse car la température affecte d'autres facteurs de

corrosion. Par exemple, la littérature [191], considére que 1’augmentation de 1’efficacité

inhibitrice avec la température est due au changement de nature de 1’adsorption. Lebrini,

montre que I’augmentation de la température provoque un abaissement du courant de

corrosion icorr €t Une augmentation de I’efficacité inhibitrice dans tout le domaine de

température étudié [192].

En effet, Radovici [193] a classé les inhibiteurs en trois groupes en se référant a la

comparaison de leurs énergies d’activation obtenues en présence Ea et en absence

d’inhibiteur Ea°:

v Lorsque Ea> Ea° : Dans ce cas, ’inhibiteur est adsorbé a la surface du métal par des
liaisons électrostatiques sensibles a la température, et donc ne permet pas de lutter

efficacement contre la corrosion lorsque la température augmente.
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v Lorsque Ea< Ea°: Les molécules s’adsorbent a la surface métallique par liaisons
chimiques fortes.
v’ Lorsque Ea=E4° : Dans ce cas le taux d’inhibition est indépendant de la température.
I1.4. Méthode d’analyse de surface
Les méthodes d’analyse chimiques et de topographiques des surfaces utilisées permettent
d’apporter des informations complémentaires aux résultats issus des techniques
électrochimiques.
> Microscopie électronique a balayage (MEB-EDX)
La microscopie électronique a balayage MEB couplée a la microanalyse X est une
technique robuste la plus utilisée en matiére de topographie a 1’échelle microscopique. Elle
permet la détermination de la composition chimique de I’acier doux étudié. Elle est basée
sur le principe des interactions électrons-matiere avec une tension d’accélération de 20 kV
ce qui donne des spectres EDX (Energie Dispersive X-ray) et par conséquent une analyse
qualitative et quantitative de I’échantillon.
Le principe du MEB consiste a balayer un faisceau d’électrons a la surface de 1’échantillon
a analyser qui, en réponse, réémet certaines particules. Ces particules sont analysées par
différents détecteurs qui permettent de reconstruire une image en trois dimensions de la
surface.
I11.  Substances naturelles végétales comme inhibiteurs de corrosion
Le nombre d’articles et de revues bibliographiques porté sur I’utilisation des huiles
essentielles et des extraits de matiere végétale comme inhibiteurs de la corrosion a
amplement augmenté durant les années 2000 a 2010 de 4813 a 9873 [194]. Ceci justifie
I’intérét porté a 1'utilisation des inhibiteurs verts afin de controler la corrosion de différents
métaux.
Parmi les extraits et les huiles essentielles de plantes étudiés sur I’inhibition de la corrosion
d’un acier doux en milieu acide, on cite :I’extrait de Chamomilla recutita [195], I’extrait de
Marrubium vulgare [196], I’extrait de Henna Lawsonia [197], I’extrait de Thymus vulgaris
[198], I’extrait de feuille de Rosemarinus officinalis [199,200], I’extrait de Rhizophora
Mucronata [201], I’extrait de Salvia officinalis [202], I’extrait de Silybum Marianum
[203], I'huile essentielle de Lavandula angustifolia [204]. L'effet d'inhibition par 1’huile
végétale d’Argan Spinosa sur la corrosion de I’acier doux dans HCI dilué a été étudié par
Bouyanzer [205,206]. Le mécanisme d’inhibition de la corrosion de l'acier a faible teneur
en carbone par les tanins d’Acacia dealbata dans un milieu H2SO.a été étudié par Martinez

et Stern [207]. Oguzie a étudié l'efficacité de l'extrait de Telforia occidentalis comme
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inhibiteur de corrosion de 1’acier doux dans les milieux HCI et HoSO4 [208]. Oguzie a
étudié I'effet inhibiteur de I'extrait d'Occium viridis [209] sur la corrosion de I’acier doux
en milieu acide. Edyy et al. ont étudié I'extrait d'Ocimum gratissimum [210] pour lutter
contre la corrosion de I’acier doux en milieu acide. Yan et al. ont étudié 1’effet anticorrosif
d’un alcaloide contre la corrosion d’un acier doux dans le milieu H2SO4 [211].
De méme, des travaux se sont intéresseés aux extraits aqueux et méthanolique de I’Ammi
visnaga contre la corrosion de 1’acier SX 316 et I’acier doux dans une solution d’acide
chlorhydrique HCI 2M et HCI 1M [212, 213]. L’extrait aqueux de Zea mays a été étudie
contre la corrosion de I’acier doux dans une solution d’acide chlorhydrique 0.5 M HCI
[214]. Aussi, I’effet synergétique de I’extrait des feuilles de Ficus elastica Roxbet de Zea
mays a été testé pour étudier la corrosion de I’acier doux en milieu acide H.SO4 1M [215].
L’action inhibitrice de tous ces extraits pouvant étre liée a la présence des constituants
réactive tels O, N, S°, P qui contribuent a la formation d’un film compact sur la surface
métallique, réduisant la corrosion. L’analyse de la structure chimique de certains
constituants des extraits de plantes révéle que toutes les molécules sont des hydrocarbures
a longue chaine portant un groupe polaire a I’une ou I’autre extrémité. En effet, les extraits
de plantes sont riches en familles de composés tels que : les terpenes, les tanins, les
polyphénols, les acides carboxyliques et les flavonoides peuvent présenter une activité
anticorrosive des métaux [216], ce qui est tout a fait en accord avec les travaux de Riggs
[217]. Cependant, il est relativement difficile de comprendre le mécanisme d’action d’un
extrait a cause de la présence de plusieurs composés. En effet, des tests réalisés sur des
composés de synthése analogues au composé majoritaire de I’extrait peuvent faciliter la
comprehension du mécanisme. Par exemple : le 3-hydroxy flavone [218], catéchine [219],
flavonoides (quercetine) [220] et I’étude de I’acide ascorbique [221].

I11.1. Mécanisme d’action des inhibiteurs végétaux :
Le mécanisme d'inhibition de la corrosion de l'acier doux par les extraits pourrait étre
attribué a l'adsorption des composés présents dans les extraits a la surface du métal
produisant une barriére ou un film protecteur qui sépare la surface métallique du milieu
corrosif [222].
Le mécanisme d'adsorption des substances naturelles a I'interface métal/solution peut
consister en une ou plusieurs étapes; dont la premiére concerne le remplacement des
molécules d'eaux initialement adsorbées a la surface du métal par des molécules
inhibitrices, la seconde étape réside dans la combinaison de l'inhibiteur avec des ions

métalliques en solution.
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Inh,,, +xH,0,, — Inh_, +XxH,O,, Etapel

Fe** +Inh — (Fe —Inh)* Etape 2
Ainsi le complexe (métal-organique) est adsorbé a la surface du métal et par conséquent, il

bloque les sites actifs. Dans le but de discuter le mécanisme d’adsorption des polyphénols
a la surface métallique, on va citer quelques études qui traitent le mécanisme d’action des
polyphénols.

Les polyphénols sont considérés comme des composés organiques d’origine naturelle.
Leur action inhibitrice de corrosion est principalement attribuée a la présence de groupes
hydroxyles, des cycles aromatiques et des hétéroatomes et des groupes fonctionnels (C=0,
C=C). El-Etre [199] a étudié l'inhibition de la corrosion de l'acier au carbone par des
extraits de feuilles d'olivier. Dans ce cas, I’effet de l'inhibition a été attribué a l'adsorption
des atomes d'oxygéne formant ainsi un film de recouvrement et agissant comme une
barriére entre la surface de l'acier et la solution agressive. De plus, la disposition des
atomes d'oxygene entourant les noyaux aromatiques des phénols suggere que les composés
phénoliques sont adsorbés horizontalement a la surface de l'acier. El-Etre [212] a étudié
I’effet de I’inhibition de I’extrait aqueux de [’Ammi visnaga en comparant la capacité de
complexation des composés majeurs Khellin et visnagin avec le fer genéralement attribuée
a des liaisons chimiques (chimisorption). Tan [223] a étudié I’effet inhibiteur de la
catéchine contre la corrosion de I’acier dans un milieu acide. L’action inhibitrice de ce
dernier a été imputée a leur structure constituée d’un cycle benzénique a m électrons
délocalisés favorisant probablement l'interaction entre la catéchine et le métal.

Plusieurs études ont montré que les tanins sont des inhibiteurs de corrosion [224-227] et
que leur mécanisme d’action et di a la présence des groupes hydroxyle adjacents qui
interagissent avec les ions métalliques [228-230] en formant des chélates métalliques
insolubles [231]. D’aprés Gust [232], I'adsorption des molécules de flavonoides pourrait
avoir lieu sur un cycle aromatiqgue A ou B (Fig. 1.9) en fonction de l'orientation du
monomeére de flavonoides et du nombre de groupes hydroxyle fixés sur la molécule.
L'adsorption pourrait donc se faire par le partage des électrons du groupe donneur (‘fOH) ou
des n-électrons aromatiques, entre la molécule flavonoides et les d-orbitales de fer.

D’aprés Gust [232], les flavonoides peuvent agir comme agents chélatants. Plusieurs
auteurs ont suggéré que l'activité chélatante est due a la liaison entre I'ion métal (M"*) et
les deux sites sur la molécule, principalement le groupe ortho- hydroxyle du cycle B et du
cycle C. Dans ce cas, les molécules inhibitrices pourraient affecter la réaction de

dissolution du métal.
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Figure 1.9 : Sites de liaison des flavonoides avec le métal

D’autres travaux indiqués dans [233-235]] ont souligné l'existence d'une relation entre
I'effet de piégeage des radicaux libres par les polyphénols et leurs propriétés anticorrosives.
Ainsi, ils ont montré que la capacité de piégeage des radicaux libres et I’activité
anticorrosion augmentent lorsque la masse moléculaire de polyphénols et le nombre de
groupes "OH en ortho sont éleveés.

Conclusion

D’aprés I’analyse de cette revue bibliographique, on peut conclure que les produits
chimiques qui peuvent inhiber la corrosion du fer et de ses alliages peuvent étre
inorganiques ou organiques. Les composeés inorganiques tels que les chromates inhibent le
processus de corrosion par la formation d'un film d'oxyde passif a la surface du meétal et
empéchent ainsi le milieu corrosif d'attaquer la matrice métallique. Les composés
organiques s'adsorbent a la surface métalligue formant une barriere entre le métal et
I'environnement corrosif a cause de la présence d'atomes d'oxygene, dazote ou de soufre
ainsi que de la présence de doubles liaisons. Le choix de I’inhibiteur est basé sur deux
criteres dont le premier est le co(t du processus qui doit étre raisonnable. Le deuxiéme
critere trés important, réside dans son impact sur I'environnement. En effet, la plupart des
inhibiteurs de corrosion, efficaces, sont des produits chimiques synthétiques de co(t élevé
dont l'utilisation peut causer des dommages aux vies humaines et a I'environnement. La
littérature récente regorge de travaux qui examinent différents extraits de plantes pour des
applications d'inhibition de la corrosion. Bon nombre de ces substances naturelles ont
prouvé leur capacité a agir comme inhibiteurs contre la corrosion de différents métaux et

alliages dans différents milieux agressifs.
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Chapitre 11 :

MATERIELS ET METHODES




Chapitre Il : Matériels et Méthodes

Dans ce chapitre nous allons exposer le domaine d’étude, les méthodes d’extraction et

d’évaluation des activités antioxydante et anticorrosion des extraits élaborés dans cette

étude.

I. Matériels:

I.1. Présentation de la zone d’étude

La récolte des plantes a été réalisée dans la Province de Taounate (région Fes-Meknés), située
au Nord-Est du Maroc. La diversité bioclimatique des milieux écologiques et le caractere
montagnard de la région se traduisent par une grande diversité des essences et des espéeces
forestiéres naturelles. La province se caractérise par un climat allant du méditerranéen au
continental en hiver et chaud en été.
Notre étude s’est focalisée sur les communes rurales proches du village d’Ourtzagh située au
bord du barrage El wahda & 90 Km de Fées et a 40 Km de Taounate et a 2 Km du site de la
collecte et ceci a cause de la richesse importante en plantes aromatiques et médicinales
largement utilisées dans les domaines pharmaceutiques, industriels, cosmétiques etc.
Notre objectif consiste a identifier de nouvelles substances naturelles ayant des proprietes

antioxydantes et inhibitrices de la corrosion.
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Figure I1.1: Situation géographique de la zone d’étude
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1.2. Préparation des échantillons
1.2.1. Ammi visnaga et Zea mays
La partie aérienne de [’Ammi visnaga ainsi que les stigmates de Zea mays (biodéchets) ont
été récoltées au stade de fructification en juillet durant les années 2016, 2017 et 2018 dans
la région d’Ourtzagh de la province de Taounate. Les deux plantes ont été identifiées et
déposées a I'herbier du Laboratoire de Biotechnologie, Environnement, Agroalimentaire et
Santé (LBEAS) de la Faculté des Sciences Dhar EI Mahraz (RAB 76986 pour Ammi
visnaga, RAB 1108434 pour Z.mays).
Apres récolte, la matiére végétale récoltée a été séchée a I'ombre dans un endroit sec, puis
broyée.
Il. Methodes
I1.1. Extraction des substances naturelles a partir du matériel végetal
Les echantillons sont extraits selon deux protocoles opératoires :
e Extraction par soxhlet
e Extraction aux ultrasons
I.L1.1.  Extraction par soxhlet
L’extraction a été réalisee selon un procéde classique utilisant un appareil de type soxhlet.
La technique consiste a introduire une masse donnée du matériel végeétal séché et broyé
(25 g) dans une cartouche filtrante et 250 mL de 1’hexane dans un ballon de distillation.
L’ensemble est porté a ébullition pendant 2 h dans le but d’éliminer les lipides de la
matiére végétale.
Aprés 2 h d’extraction par 1’hexane, le contenu de la cartouche a été ré-extrait par une
solution hydro-éthanolique a 70 % et éthanolique et ceci pour une durée de 12 h jusqu’a
récupération totale des composés extractibles. L’extrait final a été obtenu suite a
I’évaporation par rotavapeur sous Vide.
11.1.2  Extraction aux ultrasons
Dans un bécher de 250 mL, 20 grammes de la poudre du matériel végétal et 200 mL
d’hexane sont introduits dans un bain a ultrasons — Wise Clean (45 Hz, 50 W), pendant 45
min a 25°C. Apres filtration, le résidu obtenu a été ré-extrait par une solution hydro-
éthanolique a 70 %, éthanolique et aqueuse pendant 45 min. L’extrait final a été récupére
apres filtration ; le filtrat est évaporé sous vide jusqu’a obtention d’un extrait sec.
11.2.  Solvants d’extraction
Les solvants d’extractions sont sélectionnés en considérant la nature des molécules a

extraire et la non toxicité du solvant utilisé [1]. Dans ce travail, notre choix s’est focalisé
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sur I’éthanol absolu 96°, 1’éthanol a 70 % et I’eau dans le but d’étudier leurs effets sur
I’extraction des molécules les plus actives.
Dans la plupart des cas, I’éthanol a 70 % donne de meilleurs rendements d’extraction ainsi
que des meilleurs taux en composés phénoliques [2, 3-6], ce qui explique notre choix de
I’éthanol a 70 % comme solvant d’extraction.

11.3. Protocoles d’extractions des flavonoides et des tanins
Les extraits obtenus par soxhlet et par sonication des deux plantes étudiées ont fait 1’objet
d’une étude incluant le fractionnement des familles de molécules majoritaires, tanins et
flavonoides. Cette étude est effectuée par différents protocoles opératoires et est détaillée dans

ce travail.

11.3.1. Fractionnement des flavonoides a partir de I’Ammi

visnaga et des stigmates de Zea mays
L'extraction des polyphénols a été effectuée selon la méthode décrite par Bruneton [7]. Elle
est basée sur la solubilité des polyphénols dans différents solvants organiques. La drogue
vegétale subit une extraction dans le solvant éthanol a 70 %. L’extrait ainsi obtenu a été
filtré et évaporé sous vide. Cet extrait a été ensuite dissout dans de I'eau chaude, puis
séparé séquentiellement avec I'éther de pétrole, le chloroforme, de l'acétate d'éthyle et le n-
butanol. Les différentes fractions ainsi que la fraction aqueuse ont été recueillies
séparément et concentrées au moyen d'un rotavapeur sous vide. Les cing fractions ont été

stockées a 4 °C. La Figure 11.2, résume les étapes de fractionnements des flavonoides.
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30 g du matériel vegetal

Extraction avec 300 mL (éthanol & 70%) par macération

Pendant 72 h

Extrait concentré brut

Extraction avec 3x 30 mL par éther de pétrole

¥ v
Phase d’éther de pétrole Phase hydro-alcoolique
Extraction avec 3% 30 mL par chloroforme *
Phase de chloroforme Phase hydro-alcoolique

Extraction avec 3x 30 mL par I’acétate d’éthyle

' !

Phase d’acétate d’éthyle Phase hydro-alcoolique
Extraction avec 3x 30 mL par n-butanol ‘
Phase n-butanol Phase hydro-alcoolique

Figure 11.2 : Protocole d’extraction des flavonoides
11.3.3. Fractionnement des tanins a partir de I’4Ammi visnaga
L'extraction des tanins a éte réalisée selon le protocole de Zhang [8]. La partie aérienne de
I'Ammi visnaga a subit I’extraction par macération dans 1’acétone a 70 % puis filtrée et
condensée pour obtenir un extrait brut. Cet extrait a été dissout dans le dichlorométhane

puis séparé séquentiellement avec de l'acétate d'éthyle. Les fractions aqueuses et d'acétate
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d'éthyle ont été recueilles séparément et concentrées. La Figure 11.3, résume les étapes de

fractionnement des tanins.
20g du matériel végétal

‘ Extraction par 200 mL d’acétone & 70 %

Extrait brut

Extraction par 30 mL de dichlorométhane

Extraction par 3% 30 mL d’acétate d’éthyle

| '

Phase d’acétate d’éthyle Phase hydro-alcoolique

Figure 11.3: Protocole d’extraction des tanins

I1.4. Calcul du rendement

Le rendement des différents extraits et fractions a été déterminé par la formule suivante :

Rendement % = Mot x100
m

S

Avec :
M extrait (Q): masse de I’extrait récupéré
ms (g) : masse végétale seche

I1.5. Tests phytochimiques :
Un criblage phytochimique concernant différents extraits de /’Ammi visnaga et de
stigmates de Zea mays a été basé sur des réactions colorimétriques et de précipitation
indiquées dans [9-12]. Ces essais consistent a mettre en évidence la présence d’un certain
nombre de familles chimiques de I’extrait sec, qui peuvent étre responsables d’effets
biologiques et anticorrosif des extraits. Les réactions de caractérisation utilisées sont citées

ci-dessous:
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» Test de révélation des flavonoides
Dans un tube a essai, 5 mL de I’extrait de la plante a étudier est ajouté a 5 mL d’alcool
chlorhydrique (éthanol & 95 %, eau distillée, HCI concentré a parties égales en volumes);
en plus de quelques copeaux de magnésium et 1 mL d’alcool isoamylique. L’apparition
d’une coloration rose orangée indique la présence des flavones, rose violacée (flavonones)
ou rouge indiquant la présence des flavonols, flavanonols, regroupés dans la couche
surnageant d’alcool isoamylique.

» Test de révélation des tanins
Dans un tube a essai, on ajoute 1 mL de I’extrait a 1 mL d’une solution aqueuse diluée de
FeClz a 1 % d’acide acétique. En présence de tanins, une coloration verdatre ou bleue
noiratre se développe. On différencie entre:

v' Tanins catéchiques
Ils sont parfois classés parmi les flavonoides au sens large. Leur révélation consiste a
ajouter 1 mL d’alcool chlorhydrique (5 mL d’alcool 95°, 5 mL d’eau distillée, 5 mL d’HCI
concentré) a 5 mL d’extrait et porter le tout a ébullition pendant 15 min. En présence des
tanins catéchiques, il y a formation d’un précipité rouge soluble dans 1’alcool amylique.
v' Tanins galliques

La revelation des tanins galliques consiste a ajouter a 30 mL d’extrait, 15 mL de réactif de
Stiany (10 mL de formol a 40 %, 15 mL d’acide chlorhydrique concentré). Aprés
chauffage au bain-marie a 90 °C pendant 15 min, on procéde a la filtration et a la saturation
du filtrat par 5 g d’acétate de sodium pulvérisé. 1 mL d’une solution de FeClz a 1 %
d’acide acétique est ajouté goutte a goutte jusqu’a la formation d’un précipité indiquant la
présence des tanins galliques.

» Test de révélation des saponosides
Les saponosides se caractérisent par leur capacité a former une mousse en présence d’eau.
Par I’agitation d’un extrait dissous dans I’eau pendant 15 secondes, une mousse dont la
hauteur de 1cm est apparente et persiste aprés un repos de 15 min ce qui indique la
présence des saponosides.

» Test de révélation des mucilages
Les mucilages sont détectés par la formation d’un précipité floconneux apres 1’ajout de 5
mL d’alcool absolu a 1 mL d’une solution d’extrait.

» Test de révélation des hétérosides stéroidiques
On ajoute 10 mL de chloroforme anhydre a 10 mL d’extrait évaporeé, et on mélange avec 5

mL d’anhydre acétique. Ensuite, on ajoute quelques gouttes de I’acide sulfurique et on
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agite puis on laisse reposer le mélange. Le développement d’une coloration violacée virant
au vert indique la présence des hétérosides stéroidiques.

> Test de révélation des stérols et terpénes
L’extrait a tester est obtenu a partir de 1 g de poudre et 30 mL d’éther, laissé en macération
pendant 24 heures, filtré et complété a 20 mL. L’ensemble est évaporé a sec dans une
capsule de 10 mL d’extraits, puis le résidu est dissous dans 1 mL d’anhydride acétique puis
dans 1 mL de chloroforme. On partage le tout dans deux tubes a essai ; I'un servant de
témoin, et on met dans le fond du second tube 1 & 2 mL de H>SO4 concentré. Dans la zone
de contact des deux liquides, il y a formation d’un anneau rouge brunatre ou violet, la
couche surnageante devenant verte ou violette, révele la présence de stérols et terpénes.

» Test de révélation des alcaloides
Un gramme de l'extrait a analyser est mis a macération dans 3 millilitres d'acide
chlorhydrique (HCI) 2 M. La solution ainsi obtenue est répartie dans 4 tubes a essais dont
le premier sert de témoin. Les autres sont utilisés pour les tests de MAYER, de WAGNER
et de DRAGENDORFF. Cing gouttes de réactif de MAYER sont ajoutées dans le
deuxiéme tube a essai, cing gouttes de réactif de WAGNER sont versées dans le troisieme
tube et cing gouttes de réactif de DRAGENDORFF sont versées dans le quatrieme tube. La
formation d'une floculation ou d'un précipité dans tous les tubes révele la présence
d'alcaloides.

» Test de révélation des coumarines
Un volume de 5 mL d’extraits éthérés obtenus aprés une macération pendant 24 h est
¢vaporé a I’air libre, puis repris avec 2 mL d’eau chaude. La solution d’étude est partagée
entre 2 tubes a essai. La présence de coumarines a été révélée par I’apparition d’une
fluorescence jaune sous une lampe UV a 366 nm apres ’ajout de 0.5 mL de (NH 3, H20) a
25 % dans I’'un des tubes [13].

» Reévélation des glycosides cardiagques
2 mL de chloroforme ont été ajoutés a 1 mL de I’extrait, I’apparition d’une coloration
brune rougeatre apres I’ajout de H2SOs, indique la présence des glycosides cardiaques [14].

I1.6. Dosage des composés polyphénoliques

11.6.1. Dosage des phénols totaux
Les teneurs en phénols totaux des différents extraits et fractions ont été estimées par la
méthode de Folin-Ciocalteu [15,16], en utilisant lI'acide gallique comme standard. Nous
avons introduit, 100 uL de I’extrait de plante, convenablement dilu¢ dans un tube a essai

contenant initialement 6 mL d’eau distillée ; dans le cas des fractions on ajoute le DMSO
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pour assurer leur solubilité dans 1’eau. On ajoute ensuite 500 pL du réactif de Folin et on
agite. Apres 5 min, une solution de Na,COs a 20 % (1.5 mL) est rajoutée tout en agitant.
La solution est complétée a 10 mL avec de I’eau distillée. Aprés une incubation de 2 h a
température ambiante, ’absorbance est mesurée avec un blanc fait a partir d’eau distillée a
I’aide d’un spectrophotométre de type Selecta UV-Visible a une longueur d’onde de 765
nm. Une courbe d’étalonnage a différentes concentrations d’acide gallique a été tracée. Les
teneurs en phénols totaux sont exprimées en milligramme équivalent d’acide gallique par
gramme d’extrait (mg EAG/ g d’extrait). Tous les essais sont reproduits au moins trois
fois.

11.6.1.1. Dosage des flavonoides
Les teneurs en flavonoides des différents extraits et fractions ont été estimées par la
méthode decrite par [17,18], dont lequel on a mélangé 1 mL de I’extrait avec un volume
égal de la solution de AICI3.6H20 (2 %). Aprés 10 min, I’absorbance du mélange est
mesurée a une longueur d’onde de 430 nm, en utilisant la quercetine comme standard. Les
teneurs en flavonoides ont été déterminées en se basant sur une courbe d’étalonnage
linéaire réalisée par le biais de la quercetine a différentes concentrations et dans les mémes
conditions que 1’échantillon. Les résultats sont exprimés en milligrammes d’équivalent de
quercetine par gramme d’extrait (mg EQ/g d’extrait).

11.6.1.2. Dosage des tanins condenseés
Les tanins condensés (proanthocyanidines) des différents extraits et fractions ont été
déterminés selon la méthode de Sun [19] avec une lIégere modification. L'extrait de plante
(400 pL) a eté ajouté a 1.5 mL d'acide chlorhydrique concentré et a 3 mL d'une solution de
vanilline (4 % dans le méthanol). Apres 15 min d'incubation, a tempeérature ambiante,
I'absorbance a été mesurée a 500 nm. La quantité en tanins a été déterminée a partir de la
courbe d’étalonnage de catéchine. Les résultats sont exprimés en milligrammes
d’équivalent de catéchine par gramme d’extrait (mg catéchine /g d’extrait).

I1.7. Analyse par Chromatographie Liquide a Haute Performance
(HPLC)

Dans cette partie, nous avons utilisé une HPLC de type Waters 600E couplée a un
détecteur de fluorescence équipé d’une boucle d’injection. Une colonne C18 (longueur =
150 mm; diamétre = 4.6 mm, 5 um de taille de particule 100A) a été utilisee. Les débits de
la phase mobile sont respectivement de 0.5 mL/min, 2.5 mL/min et 1.3 mL/min pour la

quercetine, la catéchine et le flavone utilisés dans cette analyse comme standards.
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La détection a été réalisée par deux longueurs d’onde, la longueur d’onde d’excitation de
330 nm, 285 nm, 330 nm et la longueur d’onde de détection de 440 nm, 366 nm et 440 nm
pour la quercetine, catéchine et flavone, respectivement.

Nous avons injecté les standards a des concentrations de 1 mg/mL, pour déterminer leur
présence ou non dans I’extrait. La séparation des solutés de nos échantillons a été réalisée
en mode du gradient d’¢lution. La phase mobile pour la quercetine, la catéchine et le
flavone ;.est constituée respectivement par 1’acétonitrile: le méthanol: acide acétique
(70:30:0.1,v/v/v),’acide acétique: méthanol: dimétylforme amide: I’eau (1:3:40:56v/v/v/v)
et acide acétique :méthanol (5:95 v/v).

11.8. Etude de [IPactivité antioxydante par les méthodes
colorimétriques :

L’activité antioxydante a été évaluée in vitro par quatre méthodes a savoir: la méthode de
réduction du radical libre (DPPH"), la méthode de réduction de fer (FRAP), la méthode de
I’activité antioxydante totale (AAT) et la méthode de blanchissement par le 3-caroténe.
11.8.1. Méthode de DPPH *
Le test de DPPH" est basé sur la réduction du radical libre DPPH"[20, 21], ce qui conduit a
sa décoloration par le passage d’une coloration violette a une coloration jaune. L’effet de
chaque extrait sur le DPPH" est mesuré par la procédure decrite par Oyaizu [22]. Le réactif
est dissous dans le méthanol a la concentration de 1 mM. Le test s’effectue en mélangeant,
2 mL de diverses concentrations des extraits avec 0.5 mL d'une solution méthanolique
1 mM du DPPH". Pour les différentes concentrations des fractions on ajoute le DMSO pour
assurer la solubilité. Apres 30 min d'incubation a 1’obscurité, I’absorbance a été mesurée a
517 nm. Le contrble négatif est composé de 2 mL de la solution méthanolique de DPPH" et
de 0.5 mL de méthanol. Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant
standard qui est le BHT dont I’absorbance est mesurée dans les mémes conditions que
I’échantillon. Trois tests ont été effectués pour Vérifier la reproductibilité. La courbe
d’étalonnage pour les extraits est obtenue a partir d’une gamme de concentration (1/8 ;
1/6 ; 1/4 ; 1/2 ; 1 mg/mL) et la gamme des concentrations pour les fractions est de (20, 40,
60, 80,100 pg/mL).
Les pourcentages d’inhibitions du radical DPPH" ont été calculés selon la formule

suivante (I1.1):

%inhibition = (u) x100
Ac
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ou:
Ac: Absorbance du contréle positif ;
Ae: Absorbance de la solution contenant ’extrait a tester ;
11.8.2.  Test du pouvoir réducteur de fer (FRAP)

Le potentiel réducteur a été examiné par la transformation du complexe ferrique-
tripyridyltriazine (Fe** TPTZ) en tripyridyltriazine ferreux (Fe?* TPTZ") en présence d'un
antioxydant realisé selon Prieto [23]. Dans un tube & essai contenant 1 mL de différentes
concentrations des extraits et fractions, 2.5 mL de tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 2.5
mL de ferricyanure de potassium [KsFe (CN)s] (1 %) sont ajoutés. Le mélange a été incubé
a 50 °C pendant 20 minutes. Apres incubation, 2.5 mL d'acide trichloroacétique a 10 % ont
été ajoutés au mélange et centrifugés a 3000 tr/min pendant 10 minutes. Ensuite, 2.5 mL du
surnageant ont été melangés avec 2.5 mL d'eau distillée et 0.5 mL de FeCls (1 %) et
l'absorbance a été mesurée par spectrophotométre a 700 nm. Une augmentation de
I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur de 1’extrait ou fraction
testé par la formation de complex tripyridyltriazine ferreux. Les résultats ont été calculés
par I'utilisation de la courbe d’étalonnage obtenue a différentes concentrations de BHT, les
mémes concentrations ont été utilisées que dans le test de DPPH". Les essais sont répétés
trois fois.

11.8.3. Meéthode de I’activité antioxydante totale (AAT)
L’activité antioxydante totale (AAT) des extraits et des fractions est évaluée par la
méthode de phosphomolybdene [24]. Un volume de 0.3 mL de chaque concentration
d’extrait et fraction a été mélangé a 3 mL de solution du réactif (0.6 M acide sulfurique, 28
mM phosphate de sodium et 4 mM molybdate d’ammonium). Les tubes sont incubés a 95
°C pendant 90 min. Aprés refroidissement, 1’absorbance des solutions est mesurée a 695
nm contre le blanc de 3 mL de solution du réactif et 0.3 mL du méthanol, incubé dans les
mémes conditions que I’échantillon. La capacité antioxydante totale, a été calculée par
I’utilisation de la courbe d’étalonnage obtenue a différentes concentrations de BHT. Les
expériences sont répétées trois fois.
L'activité antioxydante évaluée par ces trois méthodes décrites ci-dessus est exprimée par
I'ICso. L’ICs0 a été calculée a partir des régressions linéaires des graphes tracés :

pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations des extraits.
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11.8.4. Test de blanchissement du B-carotene
La méthode B-carotene décrite par Sahin [25] a été utilisée avec une Iégére modification.
En effet, 2 mg de p-carotene a été dissoute dans 10 mL de chloroforme et 1 mL de cette
solution a été mélangé a 20 uL d'acide linoléique et 200 mg de tween 40. Apres
évaporation du chloroforme, on ajoute 100 mL d'eau distillée. L'émulsion résultante est
vigoureusement agitée. Dans les tubes essais, 4 mL du mélange précédent a été ajouté a
200 pL des différentes concentrations des extraits étudiés. Les tubes ont été placés dans un
bain-marie a 50 °C pendant 2 h. Deux tubes témoins ont été également préparés selon le
méme procédé : lI'un contenant un antioxydant de référence BHT (témoin positif) et l'autre
sans antioxydant (témoin négatif) ou I'échantillon a été remplacé par 200 uL de méthanol.
Par la suite, l'absorbance de chaque échantillon a été mesurée a 470 nm. Dans ce test,
I’oxydation de I’acide linoléique génere des radicaux peroxydes, suite a 1’abstraction des
atomes d’hydrogene [26]. Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les
radicaux libres dérivés de I’acide linoléique et donc prévenir I’oxydation du B3-caroténe.
11.9. Démarches d’un plan d’expérience
11.9.1. Etapes de la réalisation d’un plan d’expérience
La mise en place d’un plan d’expérience nécessite la considération des étapes suivantes:
construction du probléme, construction de la matrice d’expériences, préparation et
réalisation des essais, analyse des résultats, conclusion et enfin la validation éventuelle de
la conclusion. La phase d’instruction du probléme est une phase fondamentale qui vise a
définir et a donner des informations (facteur; réponse...) afin de choisir le mod¢le (E), la
matrice (M) et le nombre d’essais (n). Cette phase repose sur les étapes suivantes [27]:
1. Définir le probleme
Définir I’objectif
Définir la (ou les) réponse (s)
Définir les facteurs

Construire la matrice d’expériences

o g k~ w b

Discuter les résultats

. Méthodes d’études de la corrosion

Les méthodes d’évaluation de la corrosion sont trés nombreuses. Dans le cas de 1’inhibition
de la corrosion de I’acier en milieu acide (acide chlorhydrique, HCI), les plus utilisées et
les plus citées dans la littérature sont: la méthode pondérale (gravimétrie) et les techniques
électrochimiques. Les derniéres peuvent étre classées en deux groupes: les techniques dites

stationnaires permettant d'accéder aux courbes potentiels-temps, potentiodynamiques et les
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techniques non stationnaires dites transitoires basées sur I’exploitation des diagrammes
d’impédance électrochimique.
I11.1. Méthode gravimétrique

Cette methode est trés utilisée dans les industries chimiques pour la surveillance de la
corrosion [28]. Elle est facile a mettre en ceuvre et ne nécessite pas un appareillage
important. Cette méthode implique I'immersion directe de l'acier (échantillon) dans le
milieu corrosif pendant une période de durée fixe. La vitesse de corrosion issue de cette
meéthode peut étre directement déterminée par la mesure de variation de masse de l'acier.
Afin d'obtenir des données précises a partir la mesure de la perte de masse, il faut
considérer certaines variables importantes telles que : les dimensions de I'échantillon, le
temps d'immersion, le prétraitement et le volume du milieu corrosif qui doit étre utilisé de
maniére appropriée. Toutefois, cette méthode ne permet pas 1’approche des mécanismes
mis en jeu lors de la corrosion.

La vitesse de la corrosion de cette méthode est donnée par la relation suivante (11.2):

(11.2)

V o= %[mgcm‘2 h™]
Ou:
Am: La perte de masse (Am=mj-mx);
t: Temps d’immersion;
S: La surface de I’échantillon;
L’efficacité inhibitrice est donnée par la relation suivante (I11.3):

WO_W)xlOO (I1:3)

Mo %0 = (

0
Ou:
Wo et W sont les vitesses de corrosion en absence et en présence de I’inhibiteur,
respectivement.

I11.2. Méthodes électrochimiques
111.2.1. Méthode stationnaire
Les techniques stationnaires permettent d’étudier un systéme se trouvant dans un état de
pseudo-équilibre.
111.2.1.1. Suivi du potentiel en circuit ouvert

Cette technique permet d’obtenir des informations préliminaires sur la nature des processus
se produisant a I'interface métal/solution. Le régime stationnaire doit étre établit, lorsque

Iélectrode métallique prend un potentiel, appelé potentiel de corrosion (Ecorr), potentiel
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d’abandon ou potentiel libre, par rapport a la solution d’étude. Dans cette étude, les valeurs
d’Ecore SONt référencées par rapport a 1’électrode Ag/AgCl: 3M KCI. Cette mesure permet
¢galement de connaitre la durée d’immersion minimale nécessaire a 1’établissement d’un
état quasi-stationnaire indispensable pour le tracé des courbes de polarisation des
diagrammes et d’impédance électrochimique [29]. Dans ce travail, on atteint une quasi-
stationnarité du systéeme électrochimique aprés une demi-heure a température ambiante
[30,31].
111.2.1.2. Courbe de polarisation

Les courbes de polarisation permettent d’obtenir des renseignements sur le comportement
d’un métal plongé dans un milieu environnant donné et permettent aussi de déterminer les
paramétres électrochimiques d’un métal au contact d’un électrolyte a savoir: le courant de
corrosion (icorr), le potentiel de corrosion (Ecorr), les pentes de Tafel (13, Ba), la résistance de
polarisation (Rp),...etc [32,33]. Le potentiel imposé au métal entre 1’électrode de travail et
celle de référence est fourni par un potentiostat, et il varie linéairement avec le temps. 11 est
important de noter que la forme des courbes et les potentiels qui les caractérisent sont tres
sensibles a un certain nombre de facteurs comme 1’état de surface, 1’état structural du
métal, ’agitation de la solution, la présence d’impuretés dans ’¢lectrolyte, la vitesse de
balayage des potentiels, etc.
Cette méthode permet d’estimer la vitesse de corrosion et d’appréhender la formation de
films inhibiteurs. Les mesures de la vitesse de corrosion a partir des courbes de
polarisation reposent sur un certain nombre d’hypotheéses:

v’ L’adsorption,

v’ La dissolution anodique du métal

v’ Les courants anodiques et cathodiques suivent la relation de Tafel,
Du point de vue cinétique, on distingue trois catégories de réaction de corrosion suivant
I’étape réactionnelle limitante.

e La réaction de corrosion contr6lée par la cinétique d'activation pure ou de

transfert de charges ;
e La réaction de corrosion controlée par la cinétique de diffusion pure ou transport
de matiere ;

e La réaction de corrosion contr6lée par la cinétiqgue mixte (activation + diffusion).

Dans le cas ou le transfert de charge limite les réactions opérant a 1’électrode, ce qui est le

cas en milieu acide [34], les courbes de polarisation suivent la loi analogue a celle de
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Butler-Volmer qui exprime la relation entre la surtension n (définie comme 1’écart entre le
potentiel appliqué au systéme E et sa valeur a 1’équilibre Eeq) €t la densité de courant icorr.

Soit une réaction électrochimique caractéristique des couples redox simple est réversible :

Ox +ne” «——Red

L’équation fondamentale de Butler-volmer est donnée par la relation suivante (11.4) :

_ (11.4)
p(wn)}

. . . . onF
| =1, +1 =1 exp(—— —eX
(77) ox red 0 I:( p( RT 77) RT

I(Z:J : .densité de courant d’oxydation;

ired - densité de courant de réduction;

io : densité de courant d’échange (A.cm?);

a: coefficient de transfert électronique anodique;

n: nombre d’¢électrons échangés;

R: constante des gaz parfaits (8.314 J.mol1.K?);

T: température (K);

F: constante de Faraday (96450 C mol™);

n, : surtension appliquée a 1’¢lectrode (V);

On peut introduire dans I’équation (11.4) les coefficients de Tafel anodique Ra et cathodique

Bcqui sont définis comme suit :

_ R RT

= t -
- i Pa = U aF

On obtient ainsi (11.5):

(1.5)

i(7) = i{(exp(i) —exp(=L }
B B

Dans ce travail, nous avons adopté deux méthodes pour extraire les paramétres

électrochimiques a partir les mesures de polarisation: la méthode de Tafel [35, 36] et la

méthode de Stern-Geary [37] ; celle qui porte sur la mesure de la résistance de polarisation.
» La méthode de Tafel

La méthode de Tafel est partiellement décrite dans 1’équation de Butler-Volmer (11.4). Elle

permet d’obtenir expérimentalement les paramétres électrochimiques (Ecorr, icorr,, #a ,R3c).
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Dans le cas de fortes surtensions anodiques (77a) ou cathodiques (7c), I’'un ou I’autre des
courants anodiques et cathodiquess de la relation de Butler-Volmer devient négligeable et
le courant mesuré correspond au courant partiel anodique ou cathodique. Dans ce cas, on
obtient aprés simplification de la relation de Butler-Volmer, une relation entre la surtension
d’¢lectrode et le logarithme de la densité du courant mesuré, connue sous le nom de la loi
de Tafel:
e Pour la branche anodique, la réaction anodique devient prédominante
(i~1a) et na=E-Eeq >> 85 mV dans ce cas 1’équation de logi = f () s’écrit comme suit (11.6) :
logi=a-+ 7a (1)
L

e Pour la branche cathodique, la réaction cathodique devient prédominante
(i=ic) et ne=E-Eeq << -85 mV dans ce cas la variation linéaire de logi en fonction de la

surtension n, est donnée par I’équation (I1.7) ci-dessous :
7. (11.7)
B

logi=a+

Ou :

a : est une constante ;

Lorsque n=0, dans ce cas le courant i=icorr et I’équation de vitesse de la corrosion (I1.8)
s’écrit comme suit :

i (11.8)

__ _corr

=

Ou:

Veorr : Vitesse de la corrosion ;

icorr: la densité du courant de corrosion ;

n: nombre d’électrons échanggés ;

F: la constante de Faraday ;

S: la surface de 1’échantillon ;

Nous pouvons alors déterminer la valeur de la densité de courant de corrosion par
I’intersection des droites de Tafel anodiques et cathodiques dans ce cas le potentiel de
corrosion Ecorr correspond au potentiel d’équilibre Eeg,

Bien que cette méthode soit facile a mettre en ceuvre, elle présente également un certain

nombre d’inconvénients :
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v" Elle nécessite I’application de fortes surtensions sur la surface métallique, elle est
donc considérée comme méthode destructive, particulierement observée dans la
surtension anodique.

v’ Les difficultés rencontrées lors de I’extraction des paramétres par extrapolation,
si I’'une des branches ne se présente pas sous forme d’une vraie droite, la linéarité
des courbes logi=f(E) n’est pas toujours vérifiée a cause de la présence de
dégagement gazeux ou d’un processus de polarisation par diffusion.

La détermination du courant de corrosion par I’extrapolation d’une seule droite de Tafel a
été approuveée par [38] dans le cas ou la courbe de polarisation cathodique met en exergue
une ligne droite bien nette sur au moins une décade de courant car «une polarisation
cathodique ne corrode pas I’échantillon, ce qui rend I’extrapolation d’une droite de Tafel
cathodique préférable a 1’extrapolation d’une droite de Tafel anodique ».

» Meéthode de SterngGeary
Une autre représentation dite SterngGeary [37] consiste a mesurer la résistance de
polarisation Ry, qui est la pente (dE/di) au voisinage AE=0. La mesure expérimentale est
rapide, en réalisant des courbes de polarisation a de faibles surtensions (de 1’ordre de + 25
mV) autour du potentiel de corrosion Ecorr.
La relation entre cette résistance et le courant de corrosion est établie a partir de I’équation
de Butler-Volmer (11.1) et elle nécessite donc les mémes hypotheses que la méthode des

droites de Tafel. En dérivant la relation (11.4) on obtient la relation suivante (11.9):

1.9
1 BB _ B (11:9)

icorr = -
R, (B.+B) R,
Ou:

icorr: le courant de corrosion (A) ;

Rp: la résistance de polarisation () ;

Ba, Bc: les coefficients de Tafel anodique et cathodique (en V/décade) ;

B: le coefficient de proportionnalité (V) ;

Le tracé de la droite qui relie le potentiel mesuré E en fonction de la densité de courant i
(Fig 11.4) pour une valeur de E comprise entre —25 mV et 25 mV autour du potentiel de

corrosion Ecor, permet de déterminer la valeur de Rp.
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1stationnaire

—
r:x
g

m

AE

Figure 11.4 : Représentation de Stern ¢Geary pour des valeurs de surtension de
I’ordre de 25 mV autour d’Ecorr
Ces techniques stationnaires restent toutefois insuffisantes pour caractériser les
mécanismes complexes, mettant en jeu plusieurs étapes réactionnelles et ayant des
cinétiques caractéristiques differentes. L’utilisation des techniques transitoires devient
alors indispensable.

111.2.2. Méthode transitoire : spectroscopie d’impédance électrochimique

111.2.2.1. Principe
La spectroscopie d’impédance électrochimique est une méthode qui permet d’avoir des
informations sur les étapes réactionnelles qui constituent le processus électrochimique
global. Cette méthode consiste a superposer au potentiel de 1’électrode une modulation de
potentiel sinusoidale de faible amplitude exprimé par la relation (I11.11) et de suivre la
réponse en courant aux 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 comme illustre la relation (11.12). Inversement, un

courant peut étre imposé et le potentiel enregistre.

E =E +|AE [sin( wt) (11.11)
| =1 +]Al|sin( et + @) (1.12)
Ou:

AE: Amplitude;

l. : valeurs de créte du courant ;

o : pulsation, w = 2zf (rad/s);

f: fréquence en Hz ;

¢ : déphasage du courant par rapport a la tension ;

Pour chaque fréquence d’excitation, I'impédance électrochimique autour du point de
fonctionnement (E, 1) se définit alors comme étant le rapport entre le signal de perturbation

AE(w) et la réponse associée A1(w) (11.13) :
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|AE| (1.13)
Z(w) =——
() ATl
L’impédance Z(w) est un nombre complexe caractérisé par son module |Z(w)| et sa phase

. Il peut étre écrit sous deux formes équivalentes :

Z(w) =|Z ()" Z(@0) =2, (@) + §Z, (@)
Avec j =1
|Z (w)|: Etant le module de I'impédance, ¢ : La phasage, Zr(w) : la partie réelle, Zim(w): la
partie imaginaire.

111.2.2.2. Re-présentation des spectres d’impédance
Les spectroscopies d’impédances électrochimiques peuvent étre représentées par deux
représentations : la représentation de Nyquist, en tracant I’opposé de la partie imaginaire -
Zm en fonction de la partie réelle Zrc et la représentation de Bode dont laquelle on trace le
logarithme décimale |Z| en fonction de logarithme décimale de la frequence et la phase en
fonction du logarithme de la fréquence. Ces diagrammes permettent de déterminer les
constantes du temps caractéristiques des différents phénomeénes prenant part a ’interface
métal/solution.
Ces deux représentations différentes d’'un méme résultat sont complémentaires. La
représentation de Bode permet de voir les boucles et les droites d’impédance aux hautes et
basses fréquences contrairement a la représentation de Nyquist qui masque les résultats aux
hautes fréquences. Les diagrammes d’impédance électrochimique obtenus dans cette étude
seront généralement présentés en coordonnées de Nyquist et de Bode.

111.2.2.3. Modélisation par un circuit équivalent
Les processus électrochimiques se déroulant a I’interface électrode/électrolyte peuvent étre
modélisés par la construction d’un circuit ¢lectrique équivalent qui peut étre branché en
série ou en parallele pour ajuster les diagrammes expérimentaux afin d’extraire les
parametres électrochimiques nécessaires a la compréhension du systeme étudie.
Dans la construction des circuits électriques équivalents, on a recours a des composants
électriques, comme la résistance R, la capacité C ou méme I’inductance L. D’autres
composants sont spécifiques aux processus électrochimiques comme 1’impédance de
Warburg ou le CPE (Constant phase element). L’impédance de Warburg liée a une
diffusion semi-infinie. Le comportement en régime dynamique d’une réaction redox en
I’absence de gradient de concentration des espéces électroactives est donc analogue a celui

du circuit électrique de la Fig.11.5, appelé circuit de Randles simplifié.
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Cdc
||
I
—1 Re
Rt
Electrolyvte Interface

Figure 11.5: Circuit de Randles d’une interface électrochimique simple du cas

idéal [38]

Ce circuit comprend la résistance de transfert de charges Ry, la capacité de double couche
Cuc et la résistance de I’électrolyte Re. Notons que Cqc et Rt sont introduites en paralléle
pour rendre compte qu’au niveau de I’interface de la simultanéité des deux phénomenes de
conduction et de déplacement.

Cependant, il est souvent observé que les circuits équivalents contenant seulement la
capacité de double couche ne décrivent pas correctement les données expérimentales
d’impédance. Dans ce cas, des CPE sont utilisées a la place des condensateurs idéaux pour
prendre en compte la non-idéalité du condensateur (Fig 11.6). Plusieurs modeles de circuits

équivalents ont été testés pour décrire un systeme particulier.
Rs CPE
N m
Ret

Figure 11.6: Circuit de Randles d’une interface électrochimique simple du cas

non idéal
Dans notre étude, la modélisation des diagrammes d’impédance électrochimique est faite a
I’aide du logiciel EC-Lab V11.20. Elle consiste a analyser les données expérimentales a
I’aide de mode¢les de circuits préétablis. Pour cela, il faut suivre la logique physique du
systéme : les processus successifs sont branchés en série alors que les processus simultanés

sont branchés en paralléle.
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V. Tests électrochimiques
IV.1. Materiau utilisé
Les essais de corrosion ont été effectués sur I’acier doux dont la composition chimique est
présentée dans le tableau I1.1 suivant:

Tableau 11.1: Les compositions chimiques de I’acier doux

Elément C Si Mn Cr Mo Ni Al Cu W Co Vv Fe

Teneuren% 0.11 0.24 047 0.12 0.02 0.1 0.03 0.14 0.06 0.0012 0.003 99.12

Les teneurs en élément Mn, Si, Cr, Mo, Ni, Al, Cu et W, Co, V sont relativement faible (<
5%). C’est donc un acier non allié.
IV.2. Préparation du matériau et du milieu corrosif
Afin d’obtenir des résultats fiables et reproductibles, avant chaque essai les echantillons
d’acier doux subissent un polissage au papier abrasif de granulométrie de plus en plus fine
(grade 100-400-800-1200) suivi d’un ringage par I’eau distillée et d’un séchage de
I’échantillon. La solution corrosive est une solution d’acide chlorhydrique molaire (HCI 1
M), obtenue par dilution, avec de 1’eau bi-distillée, de ’acide commercial de densité 1.19,
concentré a 37 % (marque Prolabo ou Merck). Les concentrations des différents inhibiteurs
verts (extraits) ont été preparées par addition de HCI 1 M. Les différents extraits de notre
étude sont préparés dans notre Laboratoire LIMAS.
IV.3. Protocole expérimentale des essais electrochimiques

Les essais électrochimiques ont été effectués dans une cellule a 3 électrodes liée a un
potentiostat/galvanostat et controlé par un logiciel danalyse (EC-Lab V11.20).
L'échantillon en acier doux a été utiliseé comme électrode de travail, il est introduite dans
un port-échantillon disposé face a la contre électrode de platine, 1 cm? de la surface de
I’électrode est en contact avec la solution corrosive. La densité de courant est mesurée
entre 1’électrode de travail et la contre électrode de platine et tous les potentiels sont
références a 1’électrode de référence (Ag/AgCl: 3 M KCI). Cette derniere est placée prés de
I’électrode de travail pour minimiser ’influence de la chute ohmique. Les courbes de
polarisation acquises lors d'expériences de polarisation potentiodynamique ont été
enregistrées dans la plage de potentiel de £ 250 mV du potentiel en circuit ouvert Eqcp,
avec une vitesse de balayage de 1 mV s?pour s’approcher le plus possible des conditions
de I’état quasi stationnaire. Le balayage de potentiel a été effectué depuis la zone
cathodique vers la zone anodique pour éviter la pollution de I’électrolyte par le fer dissous.

Les mesures du potentiel de I’acier doux en absence et en présence de I’inhibiteur sont
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faites aprés stabilisation du potentiel libre. Les parametres de corrosion obtenus par les
courbes de polarisation tels que la pente cathodique du Tafel (5c), la densité du courant de
corrosion icorr €t le potentiel de corrosion Ecorr ONt été obtenus par extrapolation a partir du
segment linéaire de Tafel ; évalués par le logiciel EC-Lab V11.20. Les courbes de
polarisation ont été représentées graphiquement par Origin.6.

Les essais par spectroscopie d’impédance électrochimique de I’interface acier/HCI 1M
sans et avec addition d’inhibiteur, a différentes concentrations, ont été effectués en mode
potentiostatique au potentiel de corrosion Ecorr, avec variation de la fréquence de la valeur
100 KHz a 10 mHz, et en appliquant une perturbation sinusoidale de faible amplitude de
10 mV créte a créte autour de la valeur stationnaire de Eocp. L’électrode est maintenue a
Eocp pendant 30 min avant chaque mesure. L’extraction des paramétres d’impédance
électrochimique a eté effectuée en utilisant EC-Lab V11.20. Les spectres d'impéedance ont
été analysés selon un circuit équivalent approprié. Origin.6 a eté également utilise pour la
représentation graphique des données.

V. Analyse de surface

Les morphologies de surface des échantillons ont €té examinées par un microscope
électronique a balayage (modele MEB FEI Quanta® 200) équipé d'une microanalyse de
surface (EDX) (Fig I1.7). Les micrographies ont été prises apres immersion des

échantillons pendant 24 h dans la solution corrosive, sans et avec inhibiteurs.

- —
} ! T

Figure 11.6 : Microscopie électronique a balayage (MEB/EDX)
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Chapitre 111 : Effet du solvant et du procédé d’extraction, sur les activités antioxydante et inhibitrice de la corrosion
d’un acier doux dans HCI 1M, des extraits de I’Ammi visnaga et de ses fractions phénoliques

Contenu du chapitre

Ce chapitre est consacré a I’évaluation de I’effet du solvant et de la méthode d’extraction
sur la teneur en composés phénoliques ainsi que sur I’activité antioxydante et anticorrosion
d’un acier doux en milieu HCI 1 M des extraits non volatils de /’4.visnaga. Deux méthodes
d’extraction sont utilisées ; I’extraction assistée par ultrasons et la méthode du soxhlet.
Aussi différents solvants ont été testés ; ’eau, 1’éthanol et la solution hydro-éthanolique.
Ce chapitre concerne également 1’évaluation de I’activité antioxydante de différentes
fractions phénoliques obtenues par le protocole de fractionnement des flavonoides et des
tanins. L’activité anticorrosion des fractions riches en composés phénoliques est étudiée
ainsi que celle des standards, la quercetine et la catéchine dans le but d’identifier la famille
des composés phenoliques responsables de I’effet de 1’inhibition de la corrosion.

Dans ce chapitre nous traitons également la corrélation entre 1’activité antioxydante, la
teneur en composés polyphénoliques et I’activité anticorrosion. Pour réaliser cette étude,
des tests phytochimiques ainsi que des dosages des phénols totaux (TP), des flavonoides
(TF) et des tanins condensés (TC) des différents extraits et fractions d’extraits ont été
nécessaires. La présence de la quercétine et de la catéchine a été détectee dans les fractions
n-butanolique et d’acétate d’éthyle par Chromatographie Liquide a Haute Performance
(HPLC). L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits; objet de I’étude, a été
réalisée par quatre méthodes différentes, DPPH’, FRAP, AAT et R-caroténe. Concernant
’activité anticorrosion du matériau étudie, elle a été réalisée en se basant sur la méthode
électrochimique stationnaire (courbes de polarisation) et transitoire (spectroscopie
d’impédance électrochimique) ainsi que sur une étude thermodynamique par utilisation de
la méthode électrochimique.

Les résultats montrent que les extraits obtenus par les deux méthodes d'extraction sont
riches en polyphénols et que I'analyse des TP des TF et des TC montre que l'extrait hydro-
éthanolique obtenu par ultrasons a été caractérisé par une teneur plus élevée en TP
(110.02+0.02 mg EAG/g d'extrait), en TF (34.50+£0.09 mg EQ/g dextrait) et en TC
(65.20+0.24 mg catechin/g d’extrait).

L’¢tude de lactivité antioxydante montre que I’extrait hydro-éthanolique obtenu par
ultrasons est caractérisé par une activité antioxydante plus importante par rapport aux
autres extraits. Les résultats du fractionnement des flavonoides et tanins montrent que la

fraction n-butanolique est riche en flavonoides (241.84+9.10 mg EQ/g d'extrait) et que la
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fraction d’acétate d’éthyle est riche en tanins condensées (195.16+4.31 mg catéchine/g
d’extrait), alors que les deux fractions ont montré une importante capacité antioxydante.
Les courbes de polarisation indiquent que l'extrait éthanolique d'A.visnaga obtenu par
soxhlet agit comme un inhibiteur de type mixte et que les mesures de spectroscopie
d'impédance électrochimique ont montré que la capacité de la double couche diminue et
que la résistance de transfert de charges augmente avec l'augmentation de la concentration
de I'extrait éthanolique a partir de I'A.visnaga. Cela conduit a I’augmentation de l'efficacité
d’'inhibition a 90 % pour 0.30 g d’extrait par litre de solution a traiter. Ces résultats ont été
comparés a ceux obtenus par les extraits issus de la méthode d’ultrasons ayant montré que
I’extrait éthanolique ainsi obtenu a une efficacité inhibitrice plus importante de ’ordre de
89 % a 0.01 gL*. Ces résultats ont montré également que les extraits obtenus par ultrasons
agissent comme des inhibiteurs mixtes alors que les mesures par SIE ont montré que
I'inhibition de la corrosion de lacier doux pouvait étre attribuée a l'adsorption des
molécules actives a la surface du métal. La corrélation entre la teneur en tanins condensés,
I'activité antioxydante ainsi que l'efficacité d'inhibition dérives des droites de Tafel et SIE
ont été révelées, respectivement. Les courbes de polarisation montrent que la fraction n-
butanolique (F3) et d’acétate d’éthyle (F6) agissent comme des inhibiteurs de type mixte.
L’étude potentiodynamique indique que la molécule de quercetine joue le role d’un
accélérateur et par conséquent I’action inhibitrice de F3 est due a I’effet de synergie des
différents composants de cette fraction. Aussi, la courbe de polarisation indique que la
catéchine représente la molécule principale responsable de l'inhibition de la corrosion dans
la fraction F6. Les deux fractions, F3 et F6 agissent comme inhibiteurs de type mixte avec
un contréle prédominant de la réaction cathodique. Les diagrammes de Nyquist et de Bode,
modélisés par un circuit simple ont montré une efficacité d'inhibition maximale de 93 % a
0.15 gL* obtenue pour la fraction F6. L'isotherme d'adsorption de la molécule de catéchine

a la surface de l'acier doux obéit a l'isotherme des modéles de Temkin et d’EI-Awady.
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Abstract

The present work concerns the valorization of ethanolic extract of aerial part of Ammi
visnaga, as an antioxidant as well as a corrosion inhibitor for mild steel in 1M HCI
medium. The antioxidant activity is evaluated by two techniques; total antioxidant capacity
and free radical scavenging 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH"). The phytochemical
tests were carried out by colorimetric reactions and precipitation which revealed an intense
presence of tannins and flavonoids. The content of total phenols, flavonoids and condensed
tannins were conducted by means of Folin Ciacalteu, Quettier-Deleu and Broadhurst
methods, respectively. The results showed that ethanolic extract of Ammi visnaga was rich
of polyphenols. Ethanolic extract had a great radical scavenging activity (ICso = 2.82
mg/mL) when compared to the standard BHT with only (ICso = 0.27 mg/mL) along with a
high total antioxidant capacity (82.46 mg BHT/g extract). On the other hand, the
anticorrosion behavior of ethanolic extract of Ammi visnaga was conducted by
electrochemical impedance spectroscopy, potentiodynamic polarization and mass-loss
measurements. Polarization curves indicated that ethanolic extract of Ammi visnaga act as
mixed-type inhibitor and inhibition efficiency increased with ethanolic extract of Ammi
visnaga concentration. Impedance measurements showed that the double-layer capacitance
decreased and charge-transfer resistance increased with rise of ethanolic extract of Ammi
visnaga concentration and thereby increased the inhibition efficiency. The adsorption of
the extracted molecules followed the Langmuir adsorption isotherm model. It was
registered that ethanolic extract of Ammi visnaga exhibited both an important antioxidant
and anticorrosive properties.

Keywords: Extract of Ammi visnaga, Total phenol, Flavonoids, Condensed tannins,

Antioxidant activity, Corrosion inhibition,
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l. Introduction
Acidic solutions are commonly used in various industries including acid pickling,
industrial cleaning, acid rescaling, oil-well acidification, and petrochemical processes
[1].Besides, mild steel is widely used as structural material in automobiles, pipes and
chemical industries [2].Hydrochloric acid is widely used for pickling and de-scaling of
mild steel [3, 4], which leads to severe corrosion of mild steel. In other to investigate this
fact a large number of scientific studies have been devoted to corrosion inhibitors of mild
steel in acidic environments [5-7].
The majority of the well-known inhibitors are organic compounds containing heteroatoms,
such as O, N or S, and multiple bonds, which allow an adsorption on to the metallic surface
[8]. These compounds can absorb on metal surface and block the active surface sites to
reduce the corrosion rate [3]. However, the stability of the inhibitor film on the metal
surface depends on some physicochemical characteristics of the molecule, related to its
functional groups, aromatic, possible steric effects, electronic density of donors, type of
corrosive medium, molecular structure, charge of metal surface and nature of interaction
between the orbital of inhibitors and the d-orbital of iron [9-14]. Although, many synthetic
compounds show a good anticorrosive effect but most of them remain highly toxic to both
human beings and environment [3]. The toxicity of these compounds can be shown during
the synthesis of these compounds or during their applications. However, plant extracts are
considered as rich source of bio-compounds, biodegradable in nature. Several natural
compounds such as, Limbarda crithmoides[15], Chamomile Essential Oils[16], Fennel
Seed Extract [17], have already been studied and exhibited good performance for corrosion
inhibition in acidic media.
Ammi visnaga is an aromatic and medicinal plant belonging to the Apiaceae family. It is
widely distributed in the Mediterranean, South and North of America, India, Russia,
Europe, Southwest Asia, Argentina, Chile Mexico, Atlantic and Iraq [18-21]. Several
works have shown the interest of this plant in the field of herbal medicine and in corrosion
inhibition [22].
In the present study, the antioxidant activity of Ammi visnaga has been studied by DPPH-
method which relies on the reduction of 2, 2-diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) radical. This
method presents the advantage to be simple, fast and inexpensive for measuring the
antioxidant capacity.
In this work, the ethanolic extract of Ammi visnaga (Morocco) obtained by the Soxhlet

technique, has never been tested, in our knowledge, as an antioxidant and corrosion
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inhibitor as well. The objective of this study is to evaluate both the antioxidant activity
along with its inhibitive effect of ethanolic extract of Ammi visnaga as a green corrosion
inhibitor for mild steel in 1 M HCI solution. The anticorrosion effect was studied using
different techniques like potentiodynamic polarization, electrochemical impedance
spectroscopy (EIS), and mass- loss methods.
1. Materials and methods
I1.1. Vegetal material and extraction
Plant material was collected at the fruiting time during July 2016 in Taounate region of
Morocco. The botanical identification of the species was carried out in the laboratory of
Biotechnology and Preservation of Natural Resources (BPNR), Sidi Mohamed Ben
Abdellah University, Fez, Morocco. The extraction method was performed with Soxhlet;
the extracts were filtered and concentrated under reduced pressure.
I1.2. Materials
The chemical composition of mild steel is as follows: 0.11% C, 0.24% Si, 0.47% Mn,
0.12% Cr, 0.02% Mo, 0.1% Ni, 0.03% Al, 0.14% Cu, 0.06% W, 98.7% Fe, < 0.001% Co,
<0.003% V. Before each measurement, the mild steel was mechanically polished with SiC
paper (400, 600, 1000 and 1200), degreased with acetone, rinsed with distilled water and
then blown dry. The aggressive solution of 1 M HCI was prepared by dilution of 37% HCI.
whereas inhibitor concentrations were prepared by the addition of 1 M HCI solution.
I1l. Methods
I11.1. Qualitative phytochemical analysis
The qualitative phytochemistry of the dry extract was achieved by colorimetric reactions
and precipitation by specific chemical reagents according to the protocols given in [23-25].
These tests revealed the presence of a number of chemical groups of the ethanolic extracts.
I11.2. Determination of total phenolic content
The total phenols of the extract were estimated using the Folin-Ciocalteu method [26]. This
method allows knowing the total polyphenolic content of a given sample. The plant extract
(100 pL), suitably diluted, is introduced into a test tube initially containing 6 mL of
distilled water, then 500 pL of the Folin reagent is added and the mixture is stirred. After 5
min, a solution of 20 % Na>COs (1.5 mL) is added while stirring. The solution is adjusted
to 10 mL with distilled water. After 2 h of incubation, at room temperature, the absorbance
is measured with a white made from distilled water using a spectrophotometer UV-Visible

kind Selecta at 760 nm. A calibration curve with different concentrations of gallic acid was
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plotted. The total phenol content in the extract was expressed in milligram equivalent of
gallic acid per gram of extract (mg EGA/g extract).

I11.3. Determination of total flavonoids contents
The total flavonoids content of ethanolic extract of Ammi visnaga is determined by the
Quettier-Deleu method [27]. The method consists in mixing 1 mL of the solution of the
extract with an equal volume of a solution of AICls, 6H20 (2%).After 10 min, the
absorbance of the mixture is measured at 430 nm. The quantification of flavonoids is
determined based on a linear calibration curve performed by quercetin at different
concentrations and under the same conditions as the sample. The results are expressed in
milligrams equivalent of quercetin per gram of extract (mg EQ/g extract).

I11.4. Determination of condensed tannins
The condensed tannins or proanthocyanidin are determined by the method [28] with slight
modification using gallic acid as a reference. This method is based on the ability of vanillin
to react with condensed tannins units in the presence of hydrochloric acid to produce a
measured color complex. A volume of 400 puL of extract is added to 3 mL of a solution of
vanillin (4% in methanol) and 1.5 mL of concentrated hydrochloric acid. After 15 min of
incubation, at room temperature, the absorbance is measured at 500 nm. A calibration
curve is carried out in parallel under the same operating conditions using gallic acid at
concentrations of 0.1 to 1 mg/mL. The condensed tannins content was expressed in
milligram equivalent of gallic acid per gram of extract (mg EGA/g extract). All tests are
reproduced at least three times.

IV. Antioxidant activity evaluation

IV.1. DPPH" methods
The antioxidant activity of the extract is determinate by measuring the ability of the
antioxidant to trap the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPHe¢), according to the
method described by [29].The ability to scavenge DPPH radical was measured in these
experiments by the discoloration of the solution.
Indeed, 2 mL of the various concentrations of the extracts (0.125-0.5 mg/mL) was mixed
to 0.5 mL of a methanolic solution 1 mM DPPH. After the incubation period of 30 min in
dark conditions at 25 °C, the absorbance is measured with a white made from methanol
using a Selecta UV-Vis spectrophotometer at 517 nm. The standards used are: ascorbic
acid and butylated hydroxytoluene (BHT) (0.125-1 mg/mL). Trials were performed three
times to verify reproducibility. The results are expressed as percent inhibition calculated

according to Equation (1):
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DPPH scavenging effect (%) = (% x100) 0

where Ao is the absorbance of the control, and A is the absorbance of the sample.
The antiradical activity was expressed as 1Cso, which is the antiradical concentration
required to cause 50% of inhibition. The 1Cso value was determined by plotting the
inhibition percentages according to the different concentrations of the extract.

IV.3. The total antioxidant capacity
The total antioxidant capacity of the extracts was evaluated by Phosphomolybdenum
method [30]. This technique is based on the reduction of molybdenum Mo (V1) present as
molybdate ions MoO4?to Mo (V) MoO?" by the extract and subsequent formation of a
green phosphate/ Mo (V) complex at acid pH.
A volume of 0.3 ml of the extract was mixed with 3 ml of the reagent solution (0.6 M
sulfuric acid, 28 mM sodium phosphate and 4 mM of ammonium molybate). The tubes
were incubated at 95 °C for 90 min. After cooling, the absorbance of the solutions is
measured at 695 nm against the blank which contains 3 mL of the reagent solution and 0.3
mL of methanol and which was incubated under the same conditions as the sample. Total
antioxidant capacity is expressed by (mg BHT/g extract) and (mg ascorbic acid/g extract).
The experiments are repeated three times.

V. Anti-corrosion activity evaluation

V.1. Mass-loss measurements (mL) by gravimetric methods
Gravimetric measurements were made on rectangular steel samples (1. 22 cm x 2. 85 cm x
0.3 cm) in 1 M HCI solution at different concentrations of ethanolic extract of Ammi
visnaga. The concentration of the inhibitor ranged from 0.05 t00.3 gL™. The immersion
time for the mass-loss was 6 h. The results of the mass- loss experiments were the mean of
three runs, each one with a fresh specimen and 50 mL of fresh acid solution. The inhibition

efficiency n mL% was calculated using Equation (2):

% = (2 ) x100

a

)

where Wy and W, are the mass- loss of the of mild steel in the presence and absence of

ethanolic extract of Ammi visnaga, respectively.
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V.2. Potentiodynamic polarization (PP) measurements
Electrochemical measurements were carried out in a conventional three electrode
cylindrical glass cell containing 50 mL of electrolyte at 25 + 1 °C. The working electrode
was used as a rectangular specimen of mild steel with one face of the electrode with
constant 1 cm? of surface area exposed to the aggressive solution. Ag/AgCl was used as
reference electrode and a rectangular platinum foil was used as a counter electrode.
Polarization studies were conducted using a potentiostat/galvanostat and controlled with
analysis software (Voltamaster 4). The working electrode was immersed during half an
hour until a steady state open circuit potential (Eo) was obtained. Thereafter, the
potentiodynamic polarization curves were recorded by scanning the electrode potential
automatically from - 900 mV to 100 mV against with a scanning rate of 1 mV s™. The

inhibition efficiency n_pp % was calculated using Equation (3):

icorr _iin (3)
7pp %0 = (I—) %100

corr
where icorr and iin are the corrosion current density of mild steel in the absence and
presence of ethanolic extract of Ammi visnaga, respectively.

V.3. Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) measurements
The EIS experiments were conducted using the same potentiostat / galvanostat and
controlled with analysis software (Voltamaster 4) system with EC-lab software to evaluate
the charge transfer (Rct) and double layer capacitance (Cai) values. All experiments were
performed in a frequency ranging from 100 kHz to 100 mHz and peak-to-peak ac
amplitude of 10 mV. The impedance diagrams were plotted in both Nyquist and Bode

representations. The inhibition efficiency ngis% was calculated using Equation (4):

inh 0 (4)
(R F\itinh Rct ) XlOO
ct

where R and R™ are the charge transfer resistance of mild steel in the absence and

77E|s%:

presence of ethanolic extract of Ammi visnaga, respectively.
VI. Results and discussion
VI1.1. The antioxidant potential of ethanolic extract of Ammi visnaga
VI.1.1. Phytochemical screening

The phytochemical analysis is exemplified in the Table 1:
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Table 1. Phytochemical screening of the ethanolic extract of Ammi visnaga

Chemical constituent Revelation
Total tannins +
Tannins Gallic tannins -
polyphenols Condensed tannins +Ht
Flavonoids 4+
Alkaloids -
Steroids +
Mucilage -
Saponins -
Steroidal heteroside
Terpenoids +
Coumarins +

+++: Very abundant, +: presence, -: absence

It can be concluded from Table 1,that the phytochemical tests carried out on ethanolic
extract of Ammi visnaga show the presence of flavonoids, terpenoids, coumarins, steroids
and condensed tannins. These results are in agreement with some researches [31, 32].
Whereas for those obtained by [22], the aqueous extract of the seed of Ammi visnaga was
characterized by intense presence of furanochromone (khellin and visnagin) and
coumarins. The phytochemical study of aqueous extract of the fresh umbels of Ammi
visnaga revealed the presence of therapeutic molecules such as terpenoids, sterols,
condensed tannins, flavonoids and the absence of gallic tannins and saponines [33].

It is to be noted that in the present study, the extraction of plant material by ethanol reveals

the presence of condensed tannins and flavonoids much better, whereas the extraction with
water reveals the presence of furanochromone, coumarins and alkaloids. So, the chemical
composition depends on the extraction method as well as the solvent and the part studied
of the plant.

VI1.1.2. Determination of total phenols, flavonoids and condensed tannins
The calibration curves of gallic acid and quercetin to evaluate the total phenols, flavonoids

and condensed tannins are given in Fig. 1, 2, 3, respectively.
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Fig.2.Quercetin calibration curve for the determination of flavonoids

83




Chapitre 111 : Effet du solvant et du procédé d’extraction, sur les activités antioxydante et inhibitrice de la corrosion
d’un acier doux dans HCI 1M, des extraits de I’Ammi visnaga et de ses fractions phénoliques

®  Experiment data

fitting curve

0,4 - /

- R*=0.9235
0,3 - /

DO at 500 nm

0,2 el

Concentration of catechin (mg/ml)

Fig. 3.Gallic acid calibration curve for the determination of condensed tannins

The results of total phenols, flavonoids and condensed tannins content are summarized in

Table 2 and all the values are expressed as mean + SD: Standard deviation.
Table 2.Total phenolic content, total flavonoids content and condensed tannins in

ethanolic extract of Ammi visnaga

Extraction  Total phenolic content ~ Condensed tannins Total flavonoids

yield (mg EGA/g extract) (mg EGA/g extract) content
(%) (mg EQ/g extract)
23.35 76.75 + 2.31 41.03 +0.10 11.75+0.02
Ethanolic
extract of
Ammi
vishaga

In this study, the ethanol extract has higher total phenols, in particular, the value of

condensed tannins is higher than that of flavonoids. These results are in agreement with

those obtained by other researchers [34-36].
VI1.1.3. Evaluation of the antioxidant character of ethanolic extract of Ammi

visnaga by DPPH
The results of inhibition by DPPH are presented in Table 3:
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Table 3.1Csp values of ethanolic extract of Ammi visnaga, BHT and ascorbic acid

Extract 1Cs0 (Mg/mL.)
Ethanolic extract of Ammi visnaga 2.82
BHT 0.27
Ascorbic acid 0.19

VI1.1.4. Evaluation of the total antioxidant capacity by phosphomolybdenum
method
The results of the total antioxidant activity are reported in Table 4:

Table 4.Total antioxidant capacity

Total antioxidant capacity Total antioxidant capacity (mg
(mg BHT/g extract) ascorbic acid/g extract)

Ethanolic extract of 82.46+ 5.27 115.39+ 6.33
Ammi visnaga

Recent studies have shown that there is no single method to evaluate the antioxidant
activity quantitatively and accurately [37]. Therefore, some researchers have recommended
at least two methods to analyze the antioxidant activity, because each one is distinguished
by its mechanism of action [38]. In this study, we performed two methods to evaluate the
antioxidant activity of ethanolic extract of Ammi visnaga: DPPH and total antioxidant
capacity using BHT and ascorbic acid as reference.

The values of ICso are given in Table 3. The results for total antioxidant capacity are

presented in Table 4. The antioxidant activity of ethanolic extract of Ammi visnaga is
evaluated by DPPH and total antioxidant capacity methods was significantly higher. In
fact, antioxidant capacity may be associated with a high phenol content considered as
secondary metabolites of plant origin [39]. Structurally, phenols comprise an aromatic ring
bearing one or more hydroxyl substituent [36]. The antioxidant activity of this type of
molecule is due to its ability to scavenge free radicals, donate hydrogen atoms or electrons
or chelate metal cations [40]. The obtained results showed that ethanolic extract of Ammi
visnaga has a high activity of elimination of free radicals which can be imputed to the high
quantity of phenolic compounds [41]. Indeed, in terms of some works the antioxidant
activity of different extracts of Ammi visnaga is characterized by a strong capacity to trap
free radicals. The value of ICso changes from one extract to another due to the extraction
solvent [42], the treated part of the plant material as well as the extraction method and the

reference used.
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V1.2. The anticorrosion potential of ethanolic extract of Ammi visnaga
VI1.2.1. Mass-loss measurements by gravimetric methods
The corrosion rate and inhibition efficiency for mild steel in 1 M HCI solution in the
absence and presence of ethanolic extract of Ammi visnaga are given in Table 5. It is
indicated that inhibition efficiency of mild steel rise with the increase of ethanolic extract
of Ammi visnaga concentration up to 84.82 % at 0.3 g. L™. So, the presence of ethanolic
extract of Ammi visnaga leads to a decrease of the corrosion rate. This behavior can be
attributed to the increase of the covered area by adsorbed molecules on the surface steel,
which reduces the direct contact between the steel and the corrosive environment.
Simultaneously, it can be also concluded that a relatively high surface coverage could be
obtained even at low concentrations 0.05 g L™. Indeed, the ethanolic extract of Ammi
visnaga extracted bay Soxhlet is characterized by the intense presence of polyphenols,
mainly condensed tannins and flavonoids. All flavonoids are derived from the benzo-,-
pyrone sequence [43] and condensed tannins comprise a group of polyhydroxy-flavan-3-ol
oligomers and polymers bonded by carbon-carbon bonds between subunits of flavanol
[44]. Therefore, flavonoids and condensed tannins are characterized by the presence of
adsorption centres (oxygen) in their molecular structures facilitating the transfer of
electrons from functional groups to the steel surface. This allows a better adsorption
capacity of the molecules at the steel interface and therefore important inhibition
efficiencies.
Table 5. Corrosion rates obtained from gravimetric technique for mild steel in 1 M HCI

containing at different concentrations of ethanolic extract of Ammi visnaga at 298 K

Cinh Weorr nuvL %
g.L? mg.cm?.h*

1 M HCI 0.5305 -
0.05 0.1535 71 .06
0.10 0.1422 73 .19
0.20 0.1255 76. 34
0.30 0.0850 84. 82

V1.2.2. Potentiodynamic polarization (pp) measurements
Fig. 6 represents the anodic and cathodic polarization curves (Tafel plots) of mild steel in 1
M HCI solution at different concentrations of ethanolic extract of Ammi visnaga. Figure 4
shows an enablement of the potential well shifts from cathodic potential to the anodic

direction with the addition of the inhibitor. On the other hand, the addition of ethanolic
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extract of Ammi visnaga reduces the anodic dissolution of the steel and also delays the
evolution reaction of the cathodic hydrogen [45]. These results indicate that this inhibitor
exhibits both cathodic and anodic inhibition effects. Hence, ethanolic extract of Ammi
visnaga can be considered as a mixed type inhibitor.

10 4

0.1

Current density i/ mA cm

0.01 4

1E-3 -

Potential ,E/ V

Ag/AgCl

Fig.4.Polarization curves for mild steel in 1 M HCI at various concentrations of ethanolic
extract of Ammi visnaga

The Kinetic parameters including the corrosion current density (icorr), COrrosion potential
(Ecorr), cathodic Tafel slope (fc) and inhibition efficiency n_rr % are given in Table 6.
Table 6.Polarization parameters and corresponding inhibition efficiencies for mild steel

in 1 M HCI at different concentrations of ethanolic extract of Ammi visnaga at 298 K

Cinh Ecorr icorr | el n, rr %0
g.L* MV ag/agc HA cm? mV dec™

1 M HCI -416.50 337.06 159.1 -
0.05 -407.50 95.49 163.1 71.66
0.10 -406.47 89.65 186.3 73.40
0.20 -403.07 75.15 175.9 77.70
0.30 -398.62 49.78 172.1 85.23

Table.6 reflects that the corrosion current density (icorr) drops dramatically and inhibition
efficiency npr% rice to attain 85.23% with rise of ethanolic extract of Ammi visnaga
concentration until the same optimum of 0.3 g L™ as obtained with Potentiodynamic
Polarization measurements. The increasing inhibition efficiency with increasing inhibitor

concentration indicates that ethanolic extract of Ammi visnaga acts probably by merely
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blocking the active sites of the metal surface, so retarding the corrosion reaction. On the
other hand, the changed Tafel slopes (fc) in the presence of ethanolic extract of Ammi
visnaga suggest that the mechanism of the hydrogen discharge change in the presence of
inhibitive at each concentration.
VI1.2.3. Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) measurements

A better comprehension of the mechanism taking place at the mild steel interface is often
attained through impedance measurements. EIS is performed under potentiostatic
conditions at Ecorr and 298 K in the blank and inhibited solution containing different
concentrations of ethanolic extract of Ammi visnaga. The corrosion behavior of mild steel
in 1 M HCI solution in the presence of ethanolic extract of Ammi visnaga is investigated by
EIS at 25+1 °C. Fig. 5 and 6 show the results of electrochemical impedance spectroscopy
(EIS) measurements experiments in the Nyquist and Bode representations. It is clear from
Figure 5 that the Nyquist plots are characterized by one depressed capacitive loop, as often
obtained in acidic media [45,46], which reflects the presence of a single time constant over
the entire frequency range explored. Which indicate that the corrosion process is mainly
charge transfer controlled [47]. The deviation of Nyquist plots from an ideal semi-circle is
generally attributed to different physical processes such as the non-homogeneity of the
electrode surface or its roughness during the corrosion process [48, 49]. Thus, the Nyquist
diagrams are analyzed in terms of an equivalent circuit composed the constant phase
element (CPE), charge transfer resistance (Rct) and a solution resistance (Rs) (as shown in
Fig. 7). The impedance parameters including charge transfer Rct, double layer capacitance
Car and inhibition efficiency ngisw are summarized in Table.7. It is clear that the R¢ values
increase while CPE values decrease with increasing ethanolic extract of Ammi visnaga
concentration in 1 M HCI solution, which led to an increase in ngisw until it, reaches

90.69 % at 0.3 gL™. In turns the R is related to the blocking of the active sites on the
metal surface, the Cqi is directly related to the thickness of the adsorbed film and/or the
replacement of water molecules by the inhibitor molecules. This situation suggests that
more inhibitor molecules are adsorbed on the metal surface and provide better surface

coverage which reduces the capacitance.
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Fig.5: Nyquist diagrams for mild steel in 1 M HCI at 298 K at different concentrations of
ethanolic extract of Ammi visnaga

As it can be seen from the Bode plots (Fig. 6), only one time constant appears, which
indicates that the corrosion of mild steel in 1 M HCI solution is mainly controlled by a
charge transfer process. The increase in the peak heights in the phase-angle plots indicates
a more capacitive response of the interface due to the presence of inhibitor molecules at the
interface. Moreover, the increase of absolute impedance at low frequencies confirms the
higher protection with increasing the concentration of ethanolic extract of Ammi visnaga,
which is related to the adsorption of ethanolic extract of Ammi visnaga molecules on the
steel surface in 1 M HCI. In fact, the Bode diagrams, reported in Figure 6, indicate the
existence of three main regions. The first one, at low frequencies (from 1.38 Hz to 10 Hz);
i.e., the frequency f—0, the second region, at high frequencies (from 10 kHz to 100 kHz);
i.e. f—oo, the measured impedances Z are practically not influenced by the frequency
accompanied with a decrease of the phase angle (p—0). Thus, these two regions show
typical ohmic behavior where the measured impedances correspond to an ohmic resistance.
However, the region ranged from 10 Hz to 1 kHz shows a linear dependence of log|Z|-log .
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Fig.6. Bode diagrams for mild steel in 1 M HCI solution at different concentrations of
ethanolic extract of Ammi visnaga at 298 K.
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Fig.7. Equivalent circuit model used to fit the electrochemical impedance spectroscopy
experiment data where Rs, Ret and CPE represent respectively the solution resistance, the
charge transfer resistance and the constant phase element.

Table 7. Electrochemical impedance parameters for mild steel in 1 M HCI solution in the

absence and presence of different concentrations of ethanolic extract of Ammi visnaga at

298 K
Cinn Rs Ret Q n Cal neis%0
g. L* Q cm’ Q cm’ pFem™ pF cm™
1 M HCI 1.10+ 0.019 58.00+ 0.78 373.30+2.2 0.7672 118.00 -

0.05 2.21+0.06 264.10+ 0.41 99.3840.92 0.7765 224.20 78.03
0.10 2.17+0.017 319.80+ 1.25 78.51+0.82 0.7859 172.80 81.86
0.20 2.47+0.029 413.90+ 4.70 50.9340.53 0.8038 108.60 85.98
0.30 2.63 +0.042 623.3046.80 43.53+0.23 0.7835 85.14 90.69

The electrochemical impedance measurements in the presence of ethanolic extract of Ammi

visnaga indicate the formation of a protective film at the interface of the metal. This film
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formed by the presence of polyphenols (especially condensed tannins> flavonoids), that
could cover the steel surface and trap the antioxidant molecules chelating Fe?* cations. The
results show that ethanolic extract of Ammi visnaga is dominated by polyphenols
especially condensed tannins and flavonoids. Which have been studied as responsible the
inhibition of corrosion for the plant Rosmarinus officinalis [51] and Rhizophora apiculata
[52], respectively.
VII. Adsorption isotherm

The adsorption isotherm experiments are performed to have more insights into the
mechanism of corrosion inhibition, since they describe the molecular interaction of
inhibitor molecules with the active sites on the mild steel surface. The inhibitive action of
ethanolic extract of Ammi visnaga toward the acid corrosion of steel could be attributed to
the adsorption of its components onto the steel surface. The relation between (Cinn/6)
verses Cinn, IS represented in Fig.8. A straight line is obtained with almost unity slope
indicating that the adsorption process follows Langmuir adsorption isotherm with
regression coefficient R? up to 0.999. This isotherm postulates that there is no interaction

between the adsorbed molecules [22].

Fig.8. Langmuir adsorption isotherm ethanolic extract of Ammi visnaga on the mild steel
surface

VIIl. Conclusions

In this work it can be concluded that the phytochemical tests of the ethanolic extract of
Ammi visnaga reveal the presence of flavonoids, coumarins, steroids, terpenoids and
condensed tannins. Quantitative analysis shows that this extract is rich in polyphenols
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particularly condensed tannins and flavonoids, which are responsible for the antioxidant

activity. Also the ethanolic extract of Ammi visnaga ensures the inhibition of mild steel

corrosion in 1 M HCI medium became of formation of a protective film. The polarization

study shows that the ethanolic extract of Ammi visnaga acts as a mixed type inhibitor,

while the electrochemical impedance spectroscopy results show that as the inhibitor

concentration is increased, the charge transfer resistance rise and the double layer capacity

decreases. The inhibition efficiency follows the same trend from the three understating

gravimetric, potentiodynamic polarization (Tafel) as well as electrochemical impedance

spectroscopy methods. The adsorption of ethanolic extract of Ammi visnaga obeys to

Langmuir isotherm model.
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Abstract

The purpose of this research was to study the correlation between phenolic compounds and
antioxidant as well as anticorrosive activities of different extracts of Ammi visnaga. The
antioxidant capacity was evaluated by 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH"). The
phenolic compounds, namely, total phenol content (TPC), total flavonoids content (TFC),
and condensed tannins (CT), were determined by Folin—Ciocalteu, Quettier—Deleu, and
Broadhurst methods, respectively. In addition, the inhibiting effect of different extracts of
Ammi visnaga on mild steel in 1 M HCI solution was investigated by potentiodynamic
polarization (PP) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS). The obtained results
revealed that the mixed aqueous extract had a high level of phenolic compounds when
compared with pure solvents. Hydroalcoholic extract had the highest radical trapping
capacity (ICso = 1.7 mg/mL) compared with standard butylated hydroxy toluene (BHT)
(1C50=0.2 mg/mL). The PP tests showed that the extracts act as mixed inhibitors, whereas
EIS measurements indicated that action inhibition of mild steel can be explained by the
adsorption of active compounds at the metal surface. The trends between condensed
tannins and antioxidant activity, as well as the inhibition efficiency derived from Tafel
plots and EIS, were revealed, respectively.

Keywords: Ammi visnaga extract; TPC; TFC; condensed tannins; antioxidant activity;

corrosion inhibition.
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l. Introduction

Ammi visnaga is a perennial plant belonging to the umbelliferae (Apiaceae) family. It is
widely distributed in North Africa, Europe, the Eastern Mediterranean region,
southwestern Asia, North America, Argentina, Chile, Mexico, and Atlantic islands [1]. The
main active constituents of this genus are coumarin and its derivatives, flavonoids, and
furanochromone [2]. All flavonoids described in Ammi species can be classified into
flavonols (quercetin, kaempferol, and isorhamnetin) and flavones (apigenin, luteolin, and
chrysoeriol). These types of flavonoids have been shown to be powerful antioxidants and
free radical scavengers [3-5].

The content of these compounds in dried fruits varies widely according to genetic factors
and environmental conditions [6]. The yield of phenolic compounds in the extract depends
on several factors: type of solvent, extraction method, extraction time, temperature,
composition, as well as physical characteristics of the sample, such as texture [7].

Several different methods are available and have been used to assess the antioxidant
activity of plant extracts, including the 2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic
acid) diammonium salt (ABTS) assay [8], the total antioxidant capacity (TAC), the 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH") test [9], and the ferric-reducing antioxidant power
(FRAP) assay [10].

Previous studies [9, 8, 11] have used only one assay method to assess the total antioxidant
activity of plant extracts. In the present study, we evaluated the antioxidant activity of
different extracts by DPPH" assays. The DPPH" method is preferred because it is fast,
stable, easy, reliable, and does not require a special reaction and device.

On the other hand, several studies have investigated mild steel corrosion in acidic
environments because of its many applications in the industrial field. However, its
susceptibility to rusting in humid air as well as its high dissolution rate in acidic solutions
is the major obstacles for its use on a larger scale without protection.

Electrochemical corrosion is generally caused by the potentials between the metal and a
strong acid. The aggressiveness of hydrogen ions and dissolved oxygen are referred to
natural motors of corrosion [12, 13]. Due to this problem, corrosion inhibitors are required.
Indeed, many synthetic compounds have been studied as corrosion inhibitors [14-16],
which offer good anticorrosive action, but most of them risk being highly toxic to both

humans and the environment.
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In the last decade, researchers have evaluated the use of ecofriendly compounds, as green
corrosion inhibitors, of mild steels to replace toxic chemicals currently in use. Indeed,
several studies have been carried out on corrosion inhibition by using essential oils [17, 18]
and plant extracts [19-23]. All of them have been reported to be good inhibitors for various
metals and alloys in different acidic media.
The focus of this work is to study the correlation between phenolic compounds of different
extracts of Ammi visnaga and their antioxidant and corrosion inhibition properties.
Furthermore, the impact of solvents, namely, water, ethanol, and ethanol/water, is also
taken into account. Corrosion behavior is evaluated by potentiodynamic polarization (PP)
and electrochemical impedance spectroscopy (EIS).

1. Experimental part

I1.1. Vegetal material and extraction

Ammi visnaga was collected from the Taounate region of Morocco in July 2017. The
botanical identification of the species was carried out in the Laboratory of Biotechnology
and Preservation of Natural Resources (BPNR), Sidi Mohamed Ben Abdellah University,
Fez, Morocco. The extracts were obtained ultrasonically, mixing the dry powder with
different solvents (water, ethanol, and ethanol/water) for 45 min at 308 K. The extracts
were filtered and concentrated under reduced pressure.
I1.2. Screening phytochemical analysis
The qualitative phytochemistry of the dry extract was achieved by colorimetric reactions
and precipitation by specific chemical reagents according to the protocols given in the
literature [24-26]. These tests revealed the presence of a number of compound groups of
the three extracts.
11.3. Determination of total phenol content (TPC)
The TPC of the extracts was investigated by the Folin—Ciocalteu method [27]. This method
provided the total polyphenolic content of a given sample. The plant extract (100 pL),
suitably diluted, was introduced into a test tube initially containingé mL of distilled water,
then 500 pL of the Folin reagent was added and the mixture was stirred. After 5 min, a
solution of 20% Na>COsz (1.5 mL) was added while stirring.
The solution was adapted to 10mL with distilled water. The absorbance of the sample was
measured at 760 nm against water using a spectrophotometer UV—Visible kind Selecta
after 2 h of incubation at room temperature. A calibration curve at different concentrations
of gallic acid was plotted. The total phenol content in the extract was expressed by mg
EGA/g of extract.
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I1.4. Determination of total flavonoids content (TFC)

The total flavonoids content of various extracts of Ammi visnaga was determined by the
Quettier—Deleu method [28]. The method consists of mixing 1 mL of the extract with an
equal volume of a solution of AICIs, 6H20 (2 %). After 10 mn, the absorbance of the
mixture was measured at 430 nm. The quantification of flavonoids was determined based
on a linear calibration curve performed by quercetin at different concentrations. The results
were expressed in milligrams equivalent to quercetin per gram of extract (mg EQ/g of
extract).

I1.5. Determination of condensed tannins (CT)

Condensed tannins (proanthocyanidins) were determined according to the Sun method
[29], with a slight modification. Four hundred micro-liters of extract were added to 1.5 mL
of concentrated hydrochloric acid and 3 mL of a solution of vanillin (4% in methanol).
After 15 min of incubation at room temperature, the absorbance was measured at 500 nm
against methanol as a blank. The amount of total condensed tannins was expressed in
milligrams equivalent to catechin per gram of extract.

I1.6. Antioxidant activity determined by DPPH"

The antioxidant activity of the extract was evaluated by measuring the capacity of the
antioxidant to reduce the DPPH" radical to 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine (DPPH-H),
followed by the change from a violet (DPPH") to a yellow (DPPH-H) color as shown in
Fig. 1, according to the method described by [30]. Indeed, 2 mL of various concentrations
of the extracts (0.125-1 mg/mL) was combined with 0.5 mL of a methanolic solution of 1
mM DPPH". After the incubation period of 30 min, at 25 °C, the absorbance was measured
with a white made from methanol at 517 nm. The standards used were ascorbic acid and
butylated hydroxy toluene (BHT) (0.125-1 mg/mL). Trials were performed to verify
reproducibility. The results were expressed as percent inhibition (% inhibition) calculated
according to Equation (1):

% Inhibition = ABAS;AleOO (1)

where Ag is the absorbance of the control and As is the absorbance of the sample.
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Figure 1. Reduction of DPPH"to DPPH-H.

The antioxidant activity was expressed by 1Cso, which is the antiradical concentration
required to cause 50% of inhibition.

I11.7. Electrochemical test

The chemical composition of the mild steel was (in wt%) 0.11% C, 0.24% Si, 0.47% Mn,
0.12% Cr, 0.02% Mo, 0.1% Ni, 0.03% Al, 0.14% Cu, 0.06% W, 98.7% Fe, <0.001% Co,
and <0.003% V. The steel samples were pretreated by grinding with abrasive paper, rinsed
with distilled water, degreased in acetone, washed again with bi-distilled water, and then
dried at room temperature before use. The acid solution (1 M HCI) was prepared by
dilution of an analytical reagent grade 37 % HCI with doubly distilled water. The
concentrations of different inhibitors were prepared with 1 M HCI addition.
Electrochemical measurements were carried out in a conventional three-electrode glass
cell, conducted by a Bio-Logic potentiostat, and controlled with analysis software (Ec-Lab
software V5.52). The working electrode was used as a rectangular specimen of mild steel
with a surface area of 1 cm?2. Ag/AgCl (3 M KCI) was used as a reference electrode and a
rectangular platinum foil was used as a counter electrode. The working electrode was
immersed in 50 mL of the test solution during 30 min in open circuit potential (Eocp) to
obtain a stable potential.

The potentiodynamic polarization for mild steel in the test solution in the absence or
presence of various extract inhibitions were recorded from —900 to —100 mV with a
scanning rate of 1 mV s1. The corrosion parameters, such as cathodic Tafel slope (5c),
corrosion current density (icorr), and corrosion potential (Ecorr), were evaluated by using

Ec—Lab software.
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Impedance spectra were recorded in the frequency range from 100 kHz to 100 mHz with
10 points per decade at 308 K at an alternating current amplitude of £10 mV ac voltage
peak to peak. The impedance spectra, given in both Nyquist and Bode representations,
were analyzed in terms of an appropriate equivalent electrical circuit implemented in Ec—
Lab software. All experiments were repeated three times.

I1l. Results and discussion

I11.1. Extraction yield of various extracts of Ammi visnaga

The ultrasonic extraction efficiency results derived from three solvents are given in Table
1. The results of the ultrasonic extraction yield of different extracts of Ammi visnaga
showed that the hydroalcoholic extract gave the highest value of 16.24 %, followed by the
aqueous extract, which gave a yield of 12.35 %. Thus, the use of mixed solvents led to
high enrichment of extracts with polyphenols [31]. The superiority of these solvents could
be due to the increased solubility of phenolic compounds in mixed solvents when

compared with pure solvents [32, 33].

Table 1. Solvent effects on the extraction yield of Ammi visnaga.

Solvent Solvent polarity* Extraction yield (%0)
Water 10.2 12.35
Ethanol 5.2 9.12

Hydroalcoholic (70:30 v/v Ethanol- 6.7 16.24
Water)

* The solvent mixture indexes were calculated from the equation (1% X PW) + (1% X
Pg),where I, andl are the polarity indexes of the solvents water and ethanol, respectively,

and P,, and Py are the percentage of solvents water and ethanol, respectively, in the solvent
mixture [7].

The results showed that those phenolic molecules were more soluble in polar solvents than

in non polar solvents. A considerable rise in extract yield was observed by the combination
of water and an organic solvent system. The yield was more important with a solvent
mixture compared with the solvents taken separately. Indeed, phenolic compounds are
highly soluble in a mixture of organic and polar (water) solvents. Similar results were
obtained by Ammor and Aourabi [34, 35], and the extraction yield of the hydroalcoholic
and ethanolic extract of Ammi visnaga obtained by Soxhlet gave values of 23.40 % and
23.35 %, respectively. The extracts obtained by ultrasonic extraction had low yields

compared with those obtained by Soxhlet; this can be explained by the heating applied
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during the operation (Soxhlet) as well as the long extraction time. Hence, the extraction
method as well as the type of solvent significantly influenced the extraction efficiency.
I11.2. Screening phytochemical analysis

According to Table 2, the screening phytochemical carried out on the various extracts of
Ammi visnaga showed the presence of condensed tannins, flavonoids, and coumarins in all
extracts. Alkaloids appeared only in aqueous and hydroalcoholic extracts. However,
anthocyanins,  leucoanthocyans,  cardiac  glycosides, = monosaccharides,  and
holosideswereabsent in all three extract.

Table 2.Screening phytochemical of three extracts of Ammi visnaga.

Chemical constituent Hydroalcoholic | Aqueous Ethanolic
Total tannins + + +
Tannins Gallic tannins - - -
Catechin tannins + + +

Polyphenols

Flavonols + + +
Flavonoids Anthocyanes - . )
Leucoanthocyanes - - -
Alcaloids + - +
Mucilage - - -
Saponosids - - -
Coumarins + + +
Cardiac glycosides - - -
Monosaccharides and holosides - - -

+: presence and -: absence

111.3. Determination of TPC
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The phenolic content in different samples was influenced by the polarity of the solvent as
well as the solubility of these compounds in the solvent used for extraction [34, 36]. The

TPC values were obtained from the calibration curve equation (2):

Y =0.564x+0.176 R* =0.997 )
where Y is the absorbance and x is the concentration of the gallic acid solution (mg/mL).
The TPC values in different extracts of Ammi visnaga are shown in Table 3. The TPC
values of the extracts varied from 69 to 110 mg EGA/g extract. The TPC extracted by the
various solvents can be classified in descending order: hydroalcoholic > ethanolic >
aqueous. These results indicate that 70 % of ethanol produced a greater phenolic yield than
the other selected solvents. It should be noted that there was a trend between TPC and
extraction efficiency, with the exception of the solvent ethanol, which gave a relatively
high TPC value compared to its extraction capacity.

I11.4. Determination of TFC
The content of flavonoids was determined by colorimetric reactions and the results are
reported in Table 3. The TFC of the extracts ranged from 18 to 34 mg of EQ/g extract in
descending order: hydroalcoholic > ethanolic >aqueous. The TFC values were lower than
the TPC values, which is logical because flavonoids are subclasses of polyphenolic
compounds.
The obtained results were superior to those reported in reference [34] because the content
of phenolic compounds varied by the extraction method according to [37]. The extraction
of phenolic compounds by the combination of alcohol and water was more efficient when
compared with extraction by a single solvent [38], and the present results were in
agreement with those found by [39, 40].
I11.5.Determination of CT
Tannins can be classified into two groups, namely, hydrolysable and condensed tannins
[41].As seen in Table 3, the extracts had a high CT content, ranging from 20 to 65 mg of
catechin/g extract. The results showed that the hydroalcoholic extract was characterized by

a higher content of CT followed by ethanolic and aqueous extracts.
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Table 3. Contents of TPC, TFC, and CT in different extracts of Ammi visnaga.

Extract TPC TFC CT
(mg EGA/g (mg EQ/g extract) (mg catechin/g
extract) extract)
Aqueous 69.33+0.08 18.60+0.04 20.00£0.09
Ethanolic 77.09+0.02 22.51+0.01 44, 30+0.02
Hydroalcoholic 110. 02+0.02 34.50+0.09 65.20+0.24

* Data are expressed as means * standard deviation of triplicate samples

I11.6. Determination of antioxidant activity by the DPPH* method

The antioxidant activities of extracts depend on the ability of antioxidant compounds to
lose hydrogen [42, 43]. The DPPH" free radical, which is at its maximum wavelength of
517 nm, can easily receive an electron or hydrogen from antioxidant molecules to become
a stable diamagnetic molecule [44].

The free radical scavenging effects of different concentrations of aqueous, ethanolic, and
hydroalcoholic extracts of Ammi visnaga along with BHT and ascorbic acid are reported in
Figure 2. The antioxidant activity of the extracts was compared to BHT and ascorbic acid

as synthetic antioxidants.
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Figure 2. Antioxidant capacity of different extracts of Ammi visnaga and reference
standard by the DPPH" method

It can be seen from Fig. 2 that for concentrations of 1, 1/2, and 1/4 mg/mL, the percentage
of DPPH" scavenging effects of the aqueous extract decreased, under the present

experimental conditions, till 48.6 %, 45.1 %, and 41.7 %, respectively. The ethanolic
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extract decreased until 52.23 %, 50.42 %, and 38.34 %, respectively, and for the
hydroalcoholic extract, the decrease was as high as 73.28 %, 71.70 %, and 63.04 % when
compared with BHT with the corresponding values of 80.62 %, 75.72 %, and 73.83 %, as
well as for the ascorbic acid with 90.30 %, 88.27 %, and 87.23 %. A similar tendency was
registered for 1/6 and 1/8 mg/mL.
As shown in Table 4, the ICso found in this study for the hydroalcoholic extract of Ammi
visnaga was as high as 1.7 mg/mL, followed by the ethanolic extract with 2.4 mg/mL,
whereas 3.05 is obtained for the aqueous extract when compared to 0.24 and 0.19 mg/mL
for BHT and ascorbic acid, respectively. The high capacity of the hydroalcoholic extract to
trap free radicals could be attributed to the presence of a high polyphenol content
according to [45,46].
The present results were in agreement with other researchers [34,40]. From this
investigation, it can therefore be concluded that the antioxidant activity of the extract was
closely dependent on the selected solvent [47].

Table 4. Comparison of antioxidant properties of different extracts of Ammi visnaga and

reference standard.

Extract ICso (mg mL™)
Aqueous 3.05
Ethanolic 2.40

Hydroalcoholic 1.70
BHT 0.24
Ascorbic acid 0.19

I11.7. Correlation between antioxidant activity and phenolic
compounds

Figure 3 exemplifies the relationship between antioxidant activity 1Cso and TPC, TFC, and
CT measured in various extracts of Ammi visnaga. It can obviously be seen that there was
a linear correlation between the antioxidant activity determined by the DPPH" method and
phenolic compounds with the following determination coefficients:
R?=0.9001, 0.9319, and 0.9958, respectively. Besides, a strong correlation appeared with
condensed tannins, referring only to R2. Similar results were found by [44] with a good
trend between the total phenol profile and the antioxidant activity of the plant extracts,
suggesting that phenolic compounds are responsible for the antioxidant activity of those

extracts.
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Figure 3. Correlation between ICso and TFC, CT and TPC of different extracts of Ammi
visnaga
However, our perception of the analysis of these results must in no way be based on the

simple data of R? but also on the basis of p-values. Indeed, the different values obtained
were 20.47 %, 16.80 %, and 4.12 % for TPC, TFC, and CT, respectively (cf. Figure 3).
Following these results, it thus appears clearly that the p-values exceeded by far the 5 %
tolerated, so that a model was retained as a linear regression model except for the case of
CT. Thus, the quality of the model reflecting the linear dependence between 1Cso and CT

was the best and those corresponding to TPC and TFC were rejected, notwithstanding the
higher values of R?.

111.8. Anticorrosion activity
111.8.1. PP measurements
PP measurements were made at 308 K after 30 min of immersion at open circuit potential

in the presence or absence of 0.01 g L™ of various Ammi visnaga extracts in order to
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acquire information on the kinetics of anodic and cathodic reactions. Fig. 4 illustrates the
current—potential characteristics of mild steel in 1 M HCI solution. The choice of this
concentration was dictated by the maximum of inhibition efficiency when compared with

the other explored concentrations (not reported here).
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Figure 4. Steady-state polarization curves for mild steel in 1 M HCI in the absence or

presence of 0.01 g L of different extracts of Ammi visnaga

Figure 4 shows that the addition of different extracts of Ammi visnaga in the acid solution
reduced the anode and cathode branches compared with the control solution. This indicates
that both the hydrogen reduction reactions and the dissolution of the metal were slowed
down. Besides, the cathodic active sites of mild steel can be covered by phenolic molecules
at 0.01 gL with Ammi visnaga extracts. According to Figure 4, the cathodic curves
showed Tafel behavior, which shows that the mechanism for reducing H* ions at the
cathode surface sites of mild steel is through a charge transfer mechanism.

The cathodic branch of the polarization curves for the three extracts of Ammi visnaga was
shifted, indicating that the chemical constituents of the extracts had a separate effect on the
cathodic process. In addition, the different extracts affected the anodic branch at different
degrees, indicating that their inhibitive effect depended on the type of solvent only at over
potential lower than -0.3 V vs. Ag/AgCIl, 3 M KCI. The anodic shift for steel in the
presence of different extracts was in the following order: hydroalcoholic > ethanolic >

aqueous.
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The electrochemical parameters, such as corrosion current densityi_, ., corrosion potential

corr !

E cathodic Tafel slope 8., and inhibition efficiency 7,,% are given in Table 5.

corr !

Inhibition efficiency 77,,% was calculated from the corrosion current density values
according to Equation (3):

H __sinh 3
npp% — Icorr. Icorr %100 ( )

corr

where i and i"™ are the corrosion current densities of mild steel in the absence or

corr

presence of different extracts of Ammi visnaga, respectively.

Table 5. Electrochemical parameters of mild steel in 1M HCI solution without and with

different extracts of Ammi visnaga.

Cinh=10.01g L™ Eoon - VA Mep %0
MV ag/agcl, 3 M KCI HA cm? mV dec?
1 M HCI -416.236 337.06 159.4 -
Aqueous —404.293 91.20 166.4 72.94
Ethanolic —404.907 79.12 163.9 76.52
Hydroalcoholic —399.466 49.81 172.1 85.22

The analysis of Table 5 shows that corrosion current densities decreased considerably with
the addition of different extracts of Ammi visnaga. As a result, the hydroalcoholic extract
gave the highest inhibitory efficacy of 85.22 % when compared with ethanolic extract
(76.52 %) and aqueous (72.94 %). These results suggest that the protective adsorption film
formed onto the surface of mild steel tended to be increasingly high and stable with the
addition of the hydroalcoholic extract. The addition of different inhibitors caused a slight
shift in corrosion potential compared with that without an inhibitor. In this study, the
corrosion potential moved anodically between 12 and 17 mV compared with the solution
without an inhibitor. Based on literature reports, if the displacement of corrosion potential
is greater than 85 mV, the inhibitor can be considered as a cathodic or anodic type
inhibitor, while when the displacement is less than 85 mV, the inhibitor can be classified as
a mixed type inhibitor [49]. Accordingly, the obtained results revealed that the extracts
here acted as mixed-type inhibitors.
111.8.2. EIS measurements
The EIS measurements were performed to obtain information on the elementary steps that

make up the overall electrochemical process. Fig.5 shows the Nyquist diagrams after 30
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minutes of immersion of the mild steel in an acid medium at an open circuit in the presence
or absence of the various extracts of Ammi visnaga. The impedance diagrams were
performed over the frequency range of 100 kHz to 100 mHz. The recorded EIS spectra for
mild steel in 1 M HCI at 308K showed one depressed capacitive loop.

A similar trend (a capacitive loop) was also noticed for mild steel immersed in 1 M HCI
containing 0.01 gL* of different extracts. Further, the above impedance diagrams were in
the form of a depressed semicircle, the center of which was located under the real axis,
showing that the overall corrosion process was controlled by the charge transfer step. Such
behavior is characteristic of solid electrodes and is generally ascribed to Cole—Cole [50,
51] and/or Cole-Davidson [52] representations inherent to frequency dispersion. This
phenomenon is generally attributed to different physical processes such as the non-
homogeneity of the electrode surface or its roughness during the corrosion process,
adsorption of inhibitors, and formation of porous layers [49].
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Figure 5. Nyquist diagrams of mild steel in 1 M HCI in the absence or presence of

different extracts of Ammi visnaga.

Fig. 5 shows that the diameter of R increased after the addition of different extracts to the
corrosive solution [50]. This increase became more and more pronounced with addition of
hydroalcoholic extract, which indicates more adsorption of phenolic compounds on the
metal surface when compared with ethanolic and aqueous extracts, respectively.

In order to confirm the proposed mechanism, it would be very practical to draw Bode

diagrams that explicitly show frequency information at high frequencies. The mild steel
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Bode diagrams, which were obtained in a 1 M HCI solution with or without different
extracts of Ammi visnaga, are given in Fig. 6.

The Bode diagram presented in the Fig.6 is characterized by the presence of a single
oblique slope, a single time constant, and a single maximum in the intermediate
frequencies on the diagrams (log f - log |Z|) and (log f - @), respectively, which proves that
corrosion in 1 M HCI mild steel solution was mainly controlled by a charge transfer
process (Rp = Ret) [49].

A detailed analysis of the (log f — log |Z|) and (log f — ¢) on mild steel indicated the existence of
three main regions. In the first one (1), at high frequencies ranging from 4 to 100 kHz, the
impedance modulus |Z| as well as the phase angle ¢ were very low, corresponding to an ohmic
resistance Rs of the electrolytic solution (1 M HCI) between the working and reference
electrodes. The second region (2), between 3 Hz to 4 kHz, showed a linear dependence of
log|Z|-log f with a slope, d(log|Z|) / (Clog f), and a phase angle ¢ far from —1° and 90°,
respectively, reflecting then a non-ideal condenser [53-55] corresponding to the capacitance of
the mild steel/solution interface (in the absence or presence of different extracts of Ammi
visnaga in the solution). For region (3), corresponding to low frequencies (from 0.1 to 3 Hz),
the impedance modulus |Z| was again practically independent of frequency and was
accompanied by an abrupt decrease of the phase angle ¢ —0. Thus, the impedance modulus |Z]
in this region corresponded to the sum of the charge transfer and the electrolytic resistance
(IZ] = R¢t + R;). Evidently, regions 1 and 3 showed typical ohmic behavior, with |Z:] = Rs
and |Z3| = R + Ry, respectively.
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Figure 6. Bode diagrams for mild steel in 1 M HCI solution at different extracts of Ammi
visnaga at 308K.

Based on the analysis of the Nyquist and Bode diagrams, the simulations of impedance
diagrams with the modified Randles model containing a constant phase element CPE, instead
of a double layer capacitance in parallel to the load transfer resistance Rct, were all in a series
with another resistance corresponding to the resistance of the electrolyte solution Rs, which
showed excellent agreement with the experimental data. This equivalent circuit proposed for

the studied interface is represented in Fig. 7.

Rs CPE

Figure7. Equivalent circuit model.

The impedance of CPE is defined by the mathematical expression [45,51] given in Equation (4):

SN S e B (cos®3 ) - ping20) | “
Q(jo)" Qxo Qx® 2 2
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where Q is a proportional factor (in pF s™'cm2), j is an imaginary number with j* =-1,n
is an exponent related to the phase shift, » is the angular frequency in rad? (

0. =2xzxf_ ), andf_ is the frequency of which the imaginary component of the

max

impedance is maximal.

The double layer pseudo capacitance Cq was calculated by Equation (5) according to
[49,54]:

Cdl = (Q X Rclt_n )% 5)

The Rciwas used to calculate the inhibition efficiency #eis % of different extracts of Ammi
visnaga, given by Equation (6):

inh 6
nSIE% = CRt—RlCX].OO )

inh
c

where Rerand Re™ are the charge transfer resistances without or with different extracts of
Ammi visnaga, respectively.

The various calculated parameters, such asR,, C,,Nn,R.,Q, ¥*, and yeis%, are shown in

Table 6. The 2, given in Equation 7, used in this method is defined as follows [49]:

mod el ( 1:i ! param)|2 (7)
D 2

n|\Z -2
Z2:Z| meas()
i=1l

where Z___ (i) is the measured impedance at the fi frequency, Z,,.(f,, param) is a

function of the chosen model, param is the model parameter (R,,R,,Q),and D, is the

standard deviation. Estimates of the margins of error calculated for some parameters are

also reported in Table 6.
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Table 6. Impedance parameters of mild steel in 1 M HCI in the absence or presence of 0.01

gLof different extracts of Ammi visnaga.

Cinh R, R, Cq Q n x° NEIS
1
gL Q cm? Q cm? UFcm?  pF s™iem? %
Blank 1.1 £0.23 58.00+0.37 118.0 373.3£2.2 0.7672 0.011 -

Aqueous 2.63+0.21 374.80+0.31  103.8 211.3+9.1 0.7812  0.001 84.52
Ethanolic 3.93+0.27 547.30+0.47  100.8 189.6+5.3 0.7819  0.003 89.40
Hydroalcoholic 4.7 #0.11  738.71+0.56 72.7 130.1+1.7 0.7986  0.006 92.14

* Data are expressed as means + standard deviation of fitting data

Table 6 shows that the quality of fitting to the equivalent circuit was judged by the chi-
squared value 2 [56]. The corresponding values (0.011-0.001), reported in Table 6,
demonstrate the good quality fitting with the proposed circuit.
Inspection of the impedance data corresponding to the three extracts reported in Table 6
revealed that the Re:of the mild steel increased considerably after the addition of 0.01 gL
of different extracts (aqueous, ethanolic, or hydroalcoholic) to 1 M HCI solution and attained
a maximum value of 738 Q cm?in the presence of the hydroalcoholic extract, followed by
the ethanolic (547 Q cm?) and aqueous (374 Q cm?) extracts. The value of the Q parameter
of CPE and also the pseudo-capacity of the double layer Cq decreased, which could have
been due to an increase in the thickness of the double layer and/or a decrease in local
dielectric constant. This may be due to the progressive replacement of ions and water
molecules adsorbed on the surface by the adsorption of inhibiting molecules on the metal
surface [49, 55, 56].
Furthermore, the excellent inhibitory properties of the hydroalcoholic extract can be
interpreted as being the result of the intense presence of adsorbent phenolic molecules in
the hydroalcoholic extract when compared with the ethanolic and aqueous extracts.
The present study shows for all EIS spectra that n < 1, with or without different extracts,
showing the surface heterogeneity despite the adsorption of the inhibitor molecules contained
in the different extracts on the active adsorption sites of the electrode surface.

111.8.3. Correlation between phenolic compounds and inhibition efficiency
The relationships between phenolic compounds and inhibitive actions were analyzed by
comparing the trends of phenolic compounds to those of inhibition efficiency by Origin.

The graphs of TPC, TFC, CT, and 1% (obtained from the Tafel and EIS techniques) are
given in Fig.8.
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Figure 8. Data trends of phenolic compounds and inhibition efficiency n%.

The TPC, TFC, and CT are expressed as a percentage to allow direct comparison of
phenolic profiles with 7,,% and 77,5 % curves. It is obvious from Figure 8 that the

evolution of CT in the three extracts followed the same trend as the inhibition efficiency
n% obtained from both Tafel and EIS measurements, whereas others tendencies were
registered with TPC and TFC. Thus, it can easily be concluded that the inhibitory
properties of Ammi visnaga may be attributed to condensed tannin present in extracts.
111.8.4. Relation between antioxidant and inhibition efficiency of Ammi visnaga
extracts
The relationships between 1Cso and inhibition efficiency 7% (calculated from icorr and Ret)
were analyzed by comparing the trends of 1Csoand those of inhibition efficiency by Origin
6.0. The correlation between ICso and inhibition efficiency in the three extracts are plotted

in Fig. 9.
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Figure 9. Data trends of antioxidant activity and inhibition efficiency (7%).

Fig. 9 shows that the ICso values decreased considerably with the hydroalcoholic extract
when compared with the ethanolic and aqueous extracts, respectively. As opposed to this
trend, the corrosion inhibition efficiency increased. In addition, the strong correlation
between CT and 1Cso as well as CT and inhibition efficiency reported in Figs.3 and 8,
respectively, along with the strong presence of CT in the hydroalcoholic extract with the
highest content (65.20 mg of catechin/g extract) when compared with the other extracts (cf.
Table 2), can be attributed to their increased solubility, which is likely inherent to the
decreased polarity of the hydroalcoholic solvent.
Consequently, all these results illustrate a similar trend between antioxidant and
anticorrosive activities and their strong dependence on the CT content.

IV. Conclusion
This study showed that the extraction solvent had a significant effect on the phenolic
profiles of different extracts of Ammi visnaga and therefore on antioxidant activity.
The results showed that hydroalcoholic extraction gave the maximum yield. Quantitative
analysis showed that the hydroalcoholic extract had the highest TPC, TFC, and CT when
compared with the ethanolic and aqueous extracts, thus providing an intense capacity to
trap free radicals.
The correlation between the phenolic compounds (TPC, TFC, and CT) and ICso of the
different extracts showed that the condensed tannin content of the different extracts was

very well correlated with Csq.
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The electrochemical analysis suggested that different extracts of Ammi visnaga have an

inhibition action in acidic media. A good trend was obtained between the corrosion

inhibition properties of Ammi visnaga extracts and their total phenolic content and

antioxidant activity.
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Abstract

The present study aims to prepare a phenolic extract of Ammi visnaga from its areal part
and qualitative measurement of flavonoids and tannins present in the extract using Folin
Ciacalteu and Quettier-Deleu methods. Antioxidant activities of different fractions of the
extract was measured using DPPH, FRAP, R-carotene and total antioxidant capacity
techniques. The n-butanol and ethyl acetate fractions designated asF3 and F6contain
quercetin and catechin as major phytochemicals, respectively. Corrosion inhibition effect
of quercetin and catechin and F3 and F6 was studied for mild steel in 1 M HCI using
electrochemical procedures. Results showed that with respect to F3, F6 contains relatively
more phenolic and tannins proportion. Among all tested species, F6 showed highest
antioxidant activity. Electrochemical studies showed that quercetin and catechin standards
showed antagonistic effect towards mild steel acidic corrosion. Never the less, among the
tested species, the F6 and F3 fractions showed highest inhibition efficiencies of 93% and
88%, at 0.15 gL concentrations, respectively. Potentiodynamic polarization (PP)
electrochemical impedance spectroscopy (EIS) studies showed that tested species act as
mixed-type and interface-type corrosion inhibitors, respectively. Adsorption of catechin on
metallic surface in acidic medium obeyed the Temkin and EI-Awady models.
Keywords: Ammi visnaga, antioxidant activity, catechin and quercetin, acid corrosion,
inhibitors, Temkin and EIl-Awady adsorption isotherm models.

l. Introduction
Steel alloys (carbon and mild steel) are widely used as constructional materials in different
industries due to their high mechanical strength and low cost. They are mainly used in oil
and gas industries as storage tanks, transportation pipelines, purification and works-up
tanks [1, 2]. Nevertheless, they are highly reactive and undergo corrosion by the dissolved
impurities and gases in the transportable liquids and gases. The corrosion causes huge
safety and economic damages in such industries. In view of this several attempts are made
to overcome the unwanted damaging phenomenon. Among the numerous methods, use of
organic compounds is acquired the top most position because of their ease synthesis, cost-
effectiveness and high protection efficiency. However, because of increasing ecological
and environmental awareness, the processes and practices of environmental sustainable
alternatives protocols are advancing in all fields of science and technology including the
area of metallic corrosion inhibition. One of greenest and environmental friendly

alternatives of the traditional corrosion inhibitors is implementation of extract of plants.
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The use of plant extracts at the place of traditional toxic and non-environmental friendly
corrosion inhibitors acquires several benefits including high efficiency, huge commercial
availability, non-toxic nature, cost-effectivity and reduced risks to soil, aquatic and areal
lifes [3]. The high protection effectiveness of the plant extracts is mainly due to the
presence of several simple to complex phytochemicals such as phenolic compounds,
flavonoids, tannins, catechin, terpenoids and vitamins, etc. that contain numerous electron
rich polar functional groups and multiple bonds that accelerate their adsorption on metallic
surface [4-8]. After their adsorption, the phytochemicals form protective film that isolates
the metal surface from aggressive environment and protect from corrosion. Similar to
traditional corrosion inhibitors, inhibition effectiveness of the extracts greatly depends
upon temperature, pH, nature of metal and corrosive environment and electronic structure
of the phytochemicals [9, 10]. Literature study demonstrated that several plant extracts are
such as Black pepper extract [11], Artemisia pallens[12], Chenopodium ambrosioides
extract [13],Ammi visnaga extract[14], Khillah extract [15] and Ethanolic extract of Ammi
visnaga[16] etc. as evaluated as effective metallic corrosion inhibitors.

The Ammi visnaga (family Apiaceae) extract shows reasonably good antioxidant and
anticorrosive activities because of the presence of numerous phenolic compounds [17, 18].
The Ammi visnaga extract contains some flavonoids and tannins that obviously offer high
anticorrosive activity [19-25] because of their association with high complex and
polymeric structures. Several studies are reported dealing with the tannins extracts of the
several plants [26-28]. The anticorrosive and antioxidant behavior of numerous phenolic
extracts are also reported elsewhere [29-30]. We herein, describe the preparation of Ammi
visnaga real extract and evaluation of its antioxidant and anticorrosive effectiveness
towards mild steel acidic corrosion. High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
analysis was used to identify the chemicals present in the extract. The quercetin and
catechin are the major phytochemicals that are present in the extract. Potentiodynamic
polarization (PP) electrochemical impedance spectroscopy (EIS) studies showed that tested
fractions act as mixed-type and interface-type corrosion inhibitors, respectively.
Adsorption of catechin on metallic surface in acidic medium obeyed the Temkin and El-
Awady models.

1. Material
I1.1. Vegetal material
Ammi visnaga areal part was collected at the time of its fruiting in July 2018 in the

Taounate of Morocco. The cleaned areal part of plant was dried (in shade) and crushed.
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The mild steel samples {containing 0.11wt.% C, 0.24 wt.% Si, 0.47 wt.% Mn, 0.12 wt.%
Cr, 0.02 wt.% Mo, 0.10 wt.% Ni, 0.03 wt.% Al, 0.14 wt.% Cu, 0.06 wt.% W, Co < 0.0012
wt.%, V < 0.003 wt.%, and balanced with iron were used for electrochemical
demonstration. We follow our previous protocol for the preparation of sample and
electrolyte (1M HCI) [31]. Anticorrosive power of n-butanol fraction, ethyl acetate fraction
of the extract and standards {quercetin, catechin} in 1 M HCI addition was tested at their
different concentrations.
I1l. Methods
I11.1. Fractionation of polyphenols

I1.1.1. Flavonoids extraction
Flavonoids extraction was carried out according to the procedure reported earlier [32]. The
areal part of Ammi visnaga was extracted by maceration with 70 % ethanol/water system.
The extract was then filtered to eliminate the debris, concentrated by rotary evaporator to
obtain a crude hydro-ethanolic extract (HE). The HE was dissolved in hot water and then
partitioned sequentially with petroleum ether (FO), chloroform (F1), ethyl acetate (F2) and
n-butanol (F3). All the five fractions, including the aqueous fraction (F4), were
concentrated and stored at 4°C for subsequent analyses.

I1.1.2. Tannins extraction

Tannins extraction was obtained according to method reported by Zhang et al.[33]. The

areal part of Ammi visnaga was extracted by maceration in 70 % acetone/water system.
The extract was then filtered and concentrated by rotary evaporate to obtain a crude extract
which was dissolved in dichloromethane and then partitioned sequentially with ethyl
acetate. The water fraction (F5) and ethyl acetate fraction (F6) were collected separately
and concentrated using a rotary evaporator to remove the residual solvents.

111.1.3. Phytochemical screening
The phytochemical screenings that give qualitative information on chemical composition
of the various fractions were carried out to get the information about the phytochemicals
present in the extract. The tannins fraction was differentiated in two fractions, namely:
condensed tannins and gallic tannins. The revelation of these different tannins was
accomplished according to reference [34].

I11.1.4. Quantitative analyses (TPC, FC, CT)
The total phenolic content (TPC) of each fraction was obtained according to the method
described elsewhere [35].A modified colorimetric aluminum chloride method, referred to

[36], was used in this study for the determination of flavonoids content (FC). Condensed

123




Chapitre 111 : Effet du solvant et du procédé d’extraction, sur les activités antioxydante et inhibitrice de la corrosion
d’un acier doux dans HCI 1M, des extraits de I’Ammi visnaga et de ses fractions phénoliques

tannins (CT) or proanthocyanidins were determined according to the method reported
previously [37].
I11.2. Antioxidant activity
111.2.1. DPPH" method
The antioxidant activity of each fraction was demonstrated by measuring the ability of the
antioxidant to trap the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical(DPPH) as described by other
authors [38]. Indeed, 0.6 xL of various concentrations {10-100 xg/mL} of sample solutions
were prepared from the stock solution in DMSO and mixed to 3 mL of a methanolic
solution of DPPH (0.2 mM).After the incubation period of 30 min in dark (at 25 °C), the
absorbance was measured with a blank made from methanol that shows absorption peak
at517 nm. The standard used in the study was butylated hydroxytoluene (BHT). All
experiments were triply performed to ensure reproducibility. The results are expressed as

percent inhibition as follows [38]:

%Inhibition = ABA_BAS x100 (1)

where, Ag is the absorbance of the control, and As is the absorbance of the sample.
ICso value that specifies the extract concentration to minimize 50 % of initial concentration
of DPPH was tested by plotting graph between concentration and percentage inhibition.

I11.2.2. [3-carotene method
The B-carotene method was used with a slight modification [39]. An emulsion of -
carotene/ linoleic acid was prepared by solubilizing 2 mg of B-carotene in 10 mL of
chloroform. Then the solution was mixed with 20 xL of linoleic acid and 200 mg of
emulsifier tween 40. After evaporation of chloroform by rotavapor, 100 mL of distilled
water was added. The resulting emulsion is vigorously agitated. In test tubes,4 mL of
previous mixture was added to 200 uL of extract. The tubes were placed in a water bath at
50°C for 2h. Two control tubes were also prepared using the same procedure: one
containing BHT as antioxidant reference (positive control) and the other without
antioxidant (negative control) where the sample was replaced by 200 uL of methanol.
Thereafter, the absorbance of each sample was measured at 470 nm. All tests were repeated
three times. The percent activity was calculated as follows [39]:
A = 2 =B g0 )

HT

where, Agn is the absorbance of positive control, and As is the absorbance of the sample.

111.2.3.  Ferric-reducing antioxidant power (FRAP) method
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The reductive potential was examined in the conversion of ferric-tripyridyltriazine (Fe3*-
TPTZ) complex to ferrous tripyridyltriazine (Fe**-TPTZ™) in the presence of an antioxidant
according to [40].The protocols for the measurements were adopted as described elsewhere
[40]. All samples were analyzed in triplicate.

111.2.4. Determination of total antioxidant capacity (TAC)
The total antioxidant efficiency (TAC) of all extract was tested by Phosphomolybdenum
method described before [41].

111.2.5. HPLC method for identification of flavonoids and tannins
The analysis of the presence of phenolic compounds (quercetin and catechin) in the n-
butanol (F3) and ethyl acetate (F6) fractions, respectively, was carried out by HPLC
(reverse phase) and the type of water 600E coupled to a fluorescence detector equipped
with an injection loop with a C18 column (length = 150 mm; diameter = 4.6 mm, 5 um
particle size). The analysis was carried out in Laboratory of Agricultural & Food Industry,
IAV HASSAN II. The flow rate of the mobile phase was 0.5 mL/min, 2.5 mL/min for the
quercetin and catechin, respectively. Detection was performed at two wavelengths: the
excitation wavelength were330 nm, 285 nm and the detection wavelength were440 nm, 366
nm for quercetin and catechin, respectively.
The standards were injected at the concentration of 1 mg/mL to determine whether they
were present or not in the extract. Separation of solutes from our samples was performed in
the elution gradient mode. The mobile phase consisted of: Acetonitrile: methanol: acetic
acid (70:30:0.1,v/ivlv), acetic acid: methanol: dimethylformamide:  water
(1:3:40:56,v/v/viv) for both standards. The HPLC conditions are listed in Table 1.

Table 1 Conditions of HPLC

Sample Mobile phase Column Injection Flow rate  Detection/Fluorescence
volume
Quercetin  Acetonitrile: methanol: C18 50uL 0.5mL/mn  Excitationat330nmanddetect
acetic acid ionat440nm
(70:30:0.1,v/vIv)
Catechin acetic acid: methanol: C18 40 uL 2.5 Excitation at 285 hm and
dimethylformamide: water mL/mn detection at 366 nm

(1:3:40:56,vIvIviv)
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I11.3. Anticorrosion activity

The anticorrosive effect of the different fraction of extract and their standards was
measured using electrochemical methods. Conventional three electrode cell with a
thermostat double wall conducted by Bio-logic potentiostat/galvanostat and controlled with
analysis software (Ec-Lab® V11.20) was used for electrochemical studies. The Ag/AgClI
(BMKCI), platinum and mild steel were taken as reference, auxiliary and working
electrodes, respectively.

The potentiodynamic studies was carried out by measuring the Tafel potential range from £
250mVwith respect to open circuit potential Eqcp, at the scan rate ofl mV s. Corrosion
current densities were obtained by extrapolation method. EIS studies were carried out in
the frequency range of 10°-10"Hz, with small fluctuation amplitude of 10 mV peak to peak.

IV. Results and discussion
IV.1. Extraction yield

The extraction yields of different fractions are obtained from the fractionation of
flavonoids ranged from 1.1 to 6.3 % as shown in Table 2. From all fractions, the n-butanol
fraction (F3) gives the highest yield of 6.3 % while the petroleum ether fraction (FO) gives
the lowest yield of 1.1 %. This may be due to the low solubility of the main components in
petroleum ether and chloroform whereas flavonoids are highly soluble in low and high
polar solvents. The extraction efficiency of the different fractions can be concluded in the
following order: {F3>F2>F4> F1 > FO}. Concerning the fractionation of tannins, the ethyl
acetate fraction (F6) is associated with highest yield of 7.6 % and aqueous fraction with
highest yield of 2.2 % as presented in Table 2.This may be due to the solubility of tannins
in polar solvents [42, 43].

Table 2 Extraction yields of different fractions of extracts

Flavonoids Tannins
FO F2 F3 F6
. F1 F4 F5
Fraction Petroleum Ethyl n- Ethyl
Chloroform Agueous Agueous
ether acetate butanol acetate

Extraction

) 1.1 1.2 5.2 6.3 3.9 2.2 7.6
Yield (%)

IVV.2. Phytochemicals screening of F3 obtained from fractionation of tannins

Phytochemicals screening of the ethyl acetate fraction obtained by fractionation of tannins

shows the presence of condensed tannins and absence of gallic tannins.
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IV.3. Contents of FC and TPC in different phenolic fractions issued
from fractionation of flavonoids

The data presented in Table 3 indicates that flavonoids and total phenolic contents in F3
and F6 fractions are considerably superior to chloroform, petroleum ether and aqueous
fractions. Based on these results, we observed that the highest total flavonoids content is
registered in F3 {165.79 £ 0.41 milligrams equivalent of quercetin per gram of extract, mg
EQ/qg extract} and the lowest content is observed in FO {9.47 £ 0.10 mg EQ/g extract}. The
TPC of all fractions varied from 241.84 to 12.98 milligrams equivalent of gallic acid per
gram of extract, mg EGA/g extract}. The highest TPC is detected in the F3 {241.84 + 9.10
mg EGA/g extract}, whereas the lowest content is found in FO {12.98+2.40mgEGA/g
extract}. TPC of extracts is found to be arranged in the following descending order:
{F3 > F2 >F1 > F4> FO0}. This result suggests that F3 fraction is rich in phenolic
compounds and that n-butanol solvent is suitable to extract the phenolic compounds. This
result is similar to other results which showed that the n-butanol fraction had a highest total
phenolic and flavonoids content {164.1 ug GAE/g DCS for TPC and 69.4 ug RE/gDCS for
FC} [42] and {203.30 pg/mL of gallic acid equivalent and 745 pg/mL of rutin equivalent,
respectively} [44].

Table 3 Comparative analysis of TPC and FC of phenolic fractions.

Fraction FO F1 F2 F3 F4

FC {mg EQ/g extract}  9.47+0.10  38.470.10 158.43:t0.10 165.79+0.41  26.3620.40
TPC {mg EGA/g  12.98+240 42.93+251 175.17+350 241.84+9.10  39.95+1.71

extract}

values are mean = standard deviation of three replicate analyses

According to these results, the FOfraction is characterized by the lowest amount of FC and

TPC. So, in the rest of the work we will not take it into account.

V.4, Contents of TPC and CT in different fractions issued from fractionation of
tannins

In this study, the highest contents of condensed tannins are observed in F6 {195.16+4.31

mg catechin/g extract} and the lowest content is observed in F5 {12.45+0.30 mg

catechin/g extract} as shown in Table 4. For the determination of TPC containing in

different fractions, it is noted that F6 is characterized by the highest content of TPC

{250.17+7.20 mg EGA/g extract} followed by F5 {22.84+5.41 mg EGA/g extract}.
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Table 4 Comparative analysis of TPC and CT fractions

Fraction F5 F6
TPC {mg EGA/g extract} 22.84+5.41 250.17 £7.20
CT {mg catechin/g extract} 12.45+0.30 195.16 £ 4.31

values are mean = standard deviation of three replicate analyses
IV.4.1. Evaluation of antioxidant activity

Phenolic compounds are well known class of antioxidant agents [45]. In the present study
antioxidant activity of different fractions were tested using in-vitro antioxidant models,
including DPPH" radical scavenging activity, Ferric-reducing antioxidant power, Total
Antioxidant Capacity and p-carotene.

1V.4.1.1.DPPH" method
The free radical activity of all fractions obtained from the fraction of flavonoids increases
with rise of fraction concentration (Fig.1).
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Fig. 1. Evolution of inhibition percentage by DPPH as a function of fraction concentrations
and BHT.

At 100 pg/mL, F3 reflects the highest percentage of scavenging activity among all

fractions (87.1 %), and does not show a significant difference from BHT (89.2 %) while F1

gives the lowest percentage of scavenging activity. 1Cso values of free radical scanning

activity are classified in the following decreasing order :{F4> F1>F2>F3} as indicated in
Table 5.
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Table 5 Antioxidant activities in phenolic fractions derived from DPPH" method

Fraction F1 F2 F3 F4 F5 F6 BHT
1Cso
183.7 72.7 64.5 270.7 139.2 60.6 52.1
(ng/mL)

The phenolic compounds, in particular flavonoids present in all fractions are the main
constituents that can remove the DPPH" radical. Results derived in present study were
consistent with the results derived by other group of authors [46, 47].
The free radical removal activity in the tannins fractions showed that F6 is characterized by
an important 1Cso value {60.6 ug/mL} followed by the aqueous fraction F5{139.2 ug/mL}
when compared to standards as shown in Table 5.1t is noted that F6 is characterized by the
ICso value lower than that of the n-butanol fractions. Additionally, as tannins have been
reported to be considerable components of phenolic [48], notable antioxidant potential of
ethyl acetate fractions could be also due to tannins.

IV.4.1.2. Ferric-reducing antioxidant power (FRAP) method
The potassium ferricyanure reduction method is used to measure the antioxidant activity
by reduction of ferric-tripyridyltriazine(Fe3*-TPTZ)  complex to  ferrous
tripyridyltriazine(Fe?*-TPTZ), for which the color of the test solution changes from yellow
to green, depending on the reducing power of each fraction.
As shown in Table 6, the ICso values of F3{35.6 ug/mL} is characterized by the highest
power to reduce the Fe3* complex to Fe?*when compared to other fractions obtained from
fractionation of flavonoids, because the lower 1Cso, the greater the activity of to reduce the
Fe** complex to Fe?*. Concerning the fraction of tannins, it can be noted that
F6 {ICso= 29.3 ug/mL} is characterized by a high reducing power when compared to BHT
standard {ICso= 20.2ug/mL} which is demonstrated due to high phenolic content of ethyl
acetate fraction. The reducing capability consistent with the degree of hydroxylation and

extent of conjugation in polyphenols [49].

Table 6 Antioxidant activity of phenolic fractions obtained by FRAP method.

Fraction F1 F2 F3 F4 FS F6 BHT

FRAP ICso (ug/mL)  100.1 54.6 35.6 180.3 104.4 29.3 20.2

1V.4.1.3. B-carotene and total antioxidant capacity method (TAC)
Table 7 shows the percentage of the inhibition of B-carotene when compared to BHT as
positive control for different fractions.F3 shows the important percentage of inhibition
(82.4 %) when compared to BHT (89.9 %) followed by F2 (64.9 %), F1 (58.8 %) and F4
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(31.2 %).Concerning the fraction of tannins, F6 shows the highest percentage of inhibition
(85.1 %) when compared to BHT (89.9 %) followed by F5 (28.8 %). The results were
consistent with the earlier results available in literature [50].

Table 7 Antioxidant activity of phenolic fractions by p-carotene and TAC method.

Fraction F1 F2 F3 F4 F5 F6 BHT
(%) inhibition of &-
58.8 64.9 82.4 31.2 28.8 851  89.9
carotene
TAC{ICsopg/mL} 79.8 456 38.1 58.2 60.3 281 204

The results of total antioxidant capacity of different fractions show that the n-butanol
fraction F3 {38.1 ug/mL} and the ethyl acetate fraction F6 {28.1 ug/mL} are characterized
by the highest total antioxidant capacity when compared to BHT {20.4 ug/mL} followed by
other fractions.
IV.5. HPLC analysis
IV.5.1. Fractionation of flavonoids

Quercetin contents in the fraction of n-butanol are obtained by comparing the standard
area, peak and the retention time of the fractions with the standard (quercetin).The results
illustrated in Figs. (2,3) show that the quercetin peak (10) appears at a retention of time
t=2.36 min. From Table 8., almost the same peak (10) appears in n-butanol fraction at a
retention time t=2.34 min(Fig.3),which indicates the presence of quercetin inn-butanol
fraction with a percentage (34%) from Table 9.which shows that quercetin is the major

molecule in n-butanol fractions.
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Fig.2 Analysis of quercetin standard by HPLC.

130




Chapitre 111 : Effet du solvant et du procédé d’extraction, sur les activités antioxydante et inhibitrice de la corrosion
d’un acier doux dans HCI 1M, des extraits de I’Ammi visnaga et de ses fractions phénoliques

[FU]
y
&1 il
i
HEE
g 4 HEN
g HYA
S ay
& [ ' [ |
[i}
. i
BE o
s | N T W ShE2RINRINGRRBAAR ARKRAT TN AR I RO B
of T e e (ECTES 5500 & 05 ke 8 e & 0 40 05601 0 0 0 0 0 1100 0 1 1 A e 1 e
0 2 3 6 10 2 :
— [min.]
Fig.3 Analysis of quercetin in n-butanol fraction by HPLC.
Table 8 Peak characteristic of quercetin.
Peak Retention time Area[mFU.s] Height[mFU] Area% Height%
[min]
7 1.50 206.9 27.5 1.0 1.3
8 1.85 342. 4 32.3 1.7 1.5
9 212 384.4 39.3 1.9 1.8
10 2.36 5193.6 496.1 25.6 22.8
Table 9 Peak characteristic of quercetin present in n-butanol fraction.
Peak Retention time Area[mFU.s] Height[mFU] Area% Height%
[min]
8 1.67 91.6 14.4 0.0 0.1
9 2.23 84572.1 6261.5 25.5 31.7
10 2.36 78904.3 6716.7 23.8 34.0
11 2.87 123484 .4 3830.46 37.2 19.4

IV.5.2. Fractionation of tannins

The analysis of the presence of catechin in the fraction of ethyl acetate and standard
(catechin) alone is performed by HPLC. The results presented in the Figures (4,5) show
that the peak (10) corresponding to catechin is found in a retention time of t,=2.36 min
from Table 10 and that the peak (8) corresponds to catechin present in F6 since they appear
almost at the same retention time of t.=2.34 min with a percentage of (24.2 %) according

to Table 11 obtained after the analysis by HPLC.

131




Chapitre 111 : Effet du solvant et du procédé d’extraction, sur les activités antioxydante et inhibitrice de la corrosion

d’un acier doux dans HCI 1M, des extraits de I’Ammi visnaga et de ses fractions phénoliques

[mFU]
1
e |
4
500+ il
|
g 4001
g |
z
§ 300+ | [
200 |
FAr e A -_-.r-'_ MY A FT-".! ¥ RVAS e ]l O R N 4 AT
0-
] 2I 3 : é lIU
Time [min.]
Fig.4 Analysis of catechin standards by HPLC.
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Fig. 5 Analysis of catechin in ethyl acetate fraction by HPLC.
Table 10 Peak characteristic of catechin.
Peak Retention time Area[mFU.s] Height[mFU] Area% Height%
[min]
7 1.667 244.2 33.3 1.6 1.8
8 0.861 157.9 20.3 1 11
9 1.98 179.96 22.4 11 1.2
10 2.36 5534.7 589.8 35.2 32.1
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Table 11.Peak characteristic of catechin present in ethyl acetate fraction.

Peak Retention time Area[mFU.s] Height[mFU] Area% Height%
[min]
6 1.72 451.90 49.90 0.80 1.30
7 2.08 1525.60 173.10 2.80 4.70
8 2.35 10921.75 897.30 19.80 24.20
9 2.95 20543.10 496.96 37.20 13.40

V. Anticorrosion activity

The n-butanol fraction (flavonoids) and the ethyl acetate fraction (tannins) are
characterized by the highest content of phenolic compounds and the highest antioxidant
activity as compared to the other fractions. Therefore, we selected these two fractions for
their anticorrosive activities towards mild steel acidic corrosion along with quercetin and
catechin standards.

V.1. Potentiodynamic polarization study (PP)
The typical potentiodynamic polarization curves for mild steel in 1M HCI in the absence
and presence of different concentrations ranged from 0.05 to 0.15 gL for F3 and F6 and
also in the absence and presence of different concentrations varying between 8x107-
20x10°molL™ for quercetin and 4x10°-10x10°molL™ for catechin, are shown in Fig. 6.
The molar concentrations of quercetin and catechin are determined from the percentage of
the two standards in the n-butanol and ether acetate fractions derived from HPLC,
respectively. The mass concentration of the two fractions, then the quantity of the two
standards treated is compatible with the quantity of quercetin and catechin in the two
fractions. Indeed, this is a first approximation as we do not have the HPLC technique
coupled with mass spectrometry. In addition, we were encouraged by the fact that
quercetin and catechin molecules are the major compounds of the fractions (F3 and F6)
issued from HPLC technique.
As shown in Fig.6, the current densities of the anodic and cathodic branches have
decreased in the presence of F3 and F6 as well as with catechin standard which suggest
that inhibiting molecules form a protective film onto the metal surface [51]. The cathodic
branch, in the absence and presence of F3, F6 and catechin gives well defined Tafel lines,
which means that the hydrogen evolution reaction is activation controlled. Thus, the
reduction of H*, at the mild steel interface, essentially takes place through a charge transfer
mechanism [52, 53].
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For the polarization curves of F3 and the catechin standard, it is to be noted that at an
overvoltage greater than -250 mVagagcismkel, the presence of the inhibitor does not modify
the characteristics of the potential current when compared to the control. This behavior
indicates that in this region the predominance phenomenon is rather desorption of the
inhibitor molecules from the metal surface. Therefore, in the vicinity of the corrosion
potential and below -250 mVagagciamkel, it is observed that the increase in inhibitor
concentration leads to a decrease in current density. In this case, the rate of adsorption
remains even higher than that of the inhibitor desorption [54, 55]. For potentials below-250
mVagiagel,amkel the anodic and cathodic current densities are reduced. It is clear that the
increase in F3 concentration and catechin standard slightly shifts the Ecorr values towards
larger anodic potentials but the amplitude of the displacement is not enough to determine
the type of inhibitor [56, 57].
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Fig.6. Polarization curves of mild steel in 1M HCI at different concentrations of F3, F6 and
quercetin as well as catechin at 298K.

The largest shift in Ecorr value for F3 and catechin standard is observed at 0.15 gL*and
10x10°molLof 14.8 mV and 45.5 mV, respectively, which are much less than 85 mV then
they are called mixed type inhibitors [58]. From Fig.6, it is clear that in the presence of F3
and catechin, the cathodic curves are moved towards lower current density with rise of
inhibitor concentration. This indicates that the cathodic reaction is mainly delayed by the
addition of the inhibitor; therefore, the F3 and catechin could be classified as mixed type
corrosion inhibitors with predominant control of the cathodic reaction.

For F6, it can be seen that at potentials lower than -250 mVagagciamkei, the densities of the
anodic and cathodic currents decreased in the increase of concentration inhibitor. These
results indicate that F6 could be classified as a mixed type inhibitor [59-62]. According to
Fig.6, it is noticed that the addition of 5x10° and 8x10°molL™ of quercetin leads to an
increase in corrosion current density when compared to the blank, and the curves are
located above the cathodic and anodic branches of the blank. At 10x10%and 20x10°molL"
! it is noticed that the curves are located below the cathodic and above the anodic branches
of the blank. Thus, quercetin will probably play the role of an accelerator of corrosion.

The values of icorr, Ecorr, cathodic Tafel slopes Bc and Inhibition % obtained by the
extrapolation of linear Tafel segments of cathodic curves and Rp obtained by methods of
SterngGeary (S&G) are regrouped in Table 12. The inhibition efficiency derived from
potentiodynamic polarization, signified by Inhibition py%, is calculated by using
Eq.(3)[61]:
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corr/inh

Fe icorr —1i
Inhibition /% = [I—

corr

jxlOO

3)

where, icorr and icorrinh are the corrosion current density values in the absence and presence

of F3, F6 and the two standards{quercetin, catechin}, respectively.

The inhibition efficiency of S&G method given by Inhibition ssc % is calculated from the

polarization resistance, using the following Eq.(4) [68]:

Inhibition % = (

Rp/inh -

p/inh

R
p]xlOO

(4)

where, Rpand Rp/inn are the polarization resistance values without and with different

concentrations of fractions (F3,F6) and standards, respectively.

Table 12 Electrochemical parameters obtained from PP plots after 30 min of immersion time

of mild steel immersed in 1 M HCI at different concentrations of fractions and standards.

Tafel Data S&G Data
Cinn Ecorr Icorr e Inhibition pp% Re Inhibitionsec%
Blank IMHCI -416.2 337.1 -159.4 - 82.2 -
F3{gL"} 0.05 -393.4  190.7  -158.2 43.4 219.1 62.4
0.08 -402.1  167.8  -183.2 50.2 222.2 63.0
0.10 -388.4 1224  -166.3 63.6 273.3 69.9
0.15 -401.4 88.3 -163.4 73.8 358.4 77.0
Quercetin 5x10°  -433.5 1311.7 -210.7 -289.1 27.5 -198.9
standard 8x10°  -405.4 985.6 -156.6 -192.3 38.6 -112.9
{mol L™} 10x10®° -437.2 5747  -202.9 -70.4 55.1 -49.1
20x10° -446.3 3295  -215.7 -2.2 81.4 -0.9
F6 {g L'} 0.05 -387.9 2206 -152.2 34.5 211.1 61.1
0.08 -397.7 1108 -174.3 67.1 320.2 74.3
0.10 -435.2 81.5 -197.9 75.8 369.3 77.7
0.15 -433.2 27.1 -159.1 91.9 679.1 87.9
Catechin 4x10°  -391.1 993 -197.8 70.5 392.1 79.1
standard 6x10°  -379.4 88.8 -186.2 73.6 380.2 78.3
{mol L™} 8x10°  -398.4 86.1 -192.5 74.4 496.1 83.4
10x10° -370.6 48.4 -167.4 85.6 598.1 86.2

Where Ecorr |n {mVAg/Ag(:lY 3M KC|},iCOI’ rln {HA Cm_z},lgcl |n {mV deC_l}, Rp in {Q sz}
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From Table 12, it is clear that after the addition of the fractions F3 and F6, the current
density icorr decreases dramatically and therefore the inhibition efficiency increases to rich
73.8 % and 91.9 %, respectively. Note that the percentage of inhibition obtained by F6 is
higher than that obtained by F3; this can be explained by the higher content of condensed
tannins in F6 (Table 4) and by the presence of catechin as major molecule in F6 (Fig.5).
The inhibiting action of catechin can be explained by the presence of oxygen active centers
and hydroxyl groups on the aromatic rings. Furthermore, as the medium is strongly acidic
(1 M HCI, pH=0), the possibility of protonation of the catechin is entirely conceivable.
However, after a study published by Kennedy et al.[63], four equilibrium constants of
acidity were evaluated by spectrophotometry measurements. The different pKa are as
follows (values for catechin 8.64 +0.01; 9.41 +0.02;11.26 +0.06; 13.26 +0.05). It therefore
emerges from this study that the catechin molecule acts exclusively in its neutral from and
excludes any possibility of the catechin protonation.

According to Table 12, the percentage of inhibition obtained by the addition of catechin
increases from 70.5 to 85.6 %, indicating that the addition of catechin to the corrosive
medium has a significant percentage of inhibition against mild steel degradation.
Otherwise, when comparing the inhibition percentage obtained by the same amount of
catechin with F6, we remark that at 0.15 gL of F6 gives comparable inhibition percentage
as catechin taken solely at 10x10°molL™. The difference registered remains insignificant
and therefore the inhibitory action of F6 is due to the major compound (catechin). The
inhibition effect of catechin observed in the present work is more remarkable than that
undertaken elsewhere [64, 65].

It is also noted that F3 has an inhibition and this may be due either to the presence of major
molecule (quercetin) or to family of flavonoids present in F3. The results showed that
quercetin does not play the role of an inhibitor but an accelerator of corrosion. Therefore,
percentage of inhibition obtained by addition of F3 is due to the family of flavonoids. The
flavonoids compounds contain O-atoms in functional groups (O-H, C=0, C-0), O-
heterocyclic rings, and the presence of electron rich multiple bonds which meets the
general characteristics of typical corrosion inhibitors. Also, the flavonoids can act as
chelating agents due to their binding to the metal ion (M"") at two sites on the molecule
[66]. In this case, the inhibitor molecules could affect the metal dissolution reaction;
consequently, it can be deduced that the flavonoids exhibit the inhibition performance. In
addition, the values of g for the fraction F3, F6 and catechin show a slight change with the

increase in the different concentrations, indicating that the mechanism of discharge of the
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hydrogen evolution is not affected by the inhibitor; therefore, the reaction mechanism
remained unchanged, as explained by [67].

The polarization resistance values R, and the corresponding percentage inhibition
efficiency values Inhibition sec% of mild steel in 1 M HCI, in the absence and presence of
various concentrations of fractions and standards, which are determined from
SternsGeary[68], are also listed in Table 12. It can be seen from Table 12 that Inhibition
sac% increases with rise of F6, F3 and catechin and achieved a maximum value of 87.9,
77.0 and 86.2 % at 0.15 gL*and 10x10° molL™, respectively. In the opposite, for
quercetin, the polarization resistance decreases when compared to the blank, which
confirms the accelerator effect of quercetin.

The difference recorded between the two methods resulting from stationary polarization,
takes part at the level of the different approximations on which each of them are based.
Indeed, the Tafel method implies a strong polarization of the electrode while the S&G
method remains in the immediate vicinity of Ecorr (weak polarization). In addition, the
inhibiting efficiencies derived from the S&G method are in the same trend as those
obtained from Tafel method.

V.2. EIS measurements

Fig.7 shows the Nyquist diagrams of mild steel in the absence and presence of inhibitors.
The curves represent single capacitive loops indicating the single charge transfer
mechanism of corrosion [69]. Increase in the diameter of the Nyquist curves is attributed to
increase in magnitude of the charge transfer resistance [70]. The single charge transfer
method was further confirmed by single maxima in Bode curves. The higher phase angle
values of inhibited Bode curves than that of uninhibited one is attributed due to increase
surface smoothness. Increase charge resistance values indicated that studied species inhibit

corrosion by adsorption on the metallic surface.
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Fig. 7 Nyquist and Bode diagrams of mild steel in 1 M HCI without and with different
concentrations of F3, F6 and catechin at 298 K
The imperfection in the Nyquist curves from perfect semicircle is due to surface

imperfection [71, 72]. The equivalent circuit presented in Fig.8 was used to analyzed EIS

data. Where Rj represents the solution resistance, R, the charge transfer and CPE is the
constant phase element.

R1 CPE1
VAV >>
R2

Fig. 8. Equivalent circuit model used to fit EIS experiment data for mild steel in 1 M HCI.

The impedance of CPE is defined by the following Eq.(5) [62]:

1 (5)
A(jo)"

ZCPE =

where A is a proportional factor, n is used to estimate surface irregularity resulting from
surface roughness, inhibitor adsorption and porous layer formation [62,73], j>= -1 is the
imaginary number and « is the angular frequency. The percentage inhibition efficiency
was measured using the equations described before [62, 73]. The various parameters Rs,
Ret, Cai, N, 4, 2, Inhibition e1s% are depicted in Table13. The chi-square ¥? is used in the
EIS method to measure the quality of fitting to the proposed equivalent circuit, in order to
evaluate the precision of the fitted data.
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As shown in Table 13, Retwhich increases with the rise of fractions concentration (F3, F6)
and catechin standard leads to an increase in the inhibition efficiency. The most important
inhibition effect 88 % for F3 and 93 % for F6 fraction are both registered at 0.15 gL and
at 10x10° molL™, the catechin standard solely reach 92 %. This can be explained by the
fact that the total amount of adsorption and the amount of inhibitor coverage onto the steel
surface increases with increasing inhibitor concentration [61]. It should be noted that the
F3 generates an inhibitory action against corrosion due to presence of flavonoids family
but this efficiency remains less important than that obtained by F6 too rich in condensed
tannins (catechin major molecule). On the other hand, there is no significant difference
between the inhibition efficiency obtained by F6 and catechin, which can stipulate that the

catechin molecules are responsible of the corrosion inhibition caused by F6.

Table 13 EIS parameters and inhibition efficiency for mild steel in 1 M HCI at different
concentrations of fractions F3, F6 and standard (catechin)

Cinn Rs Rt A n Cal r x? Inhibition
NEIs %

Blank 1M HCI 1.1 58 373.3 0.767 118 8.1 0.01 -
F3 {gL™} 0.05 1.3 2383 204.3 0.783 88.6 21.1 0.032 75
0.08 15 3024 175.6 0.795 827 25.0 0.025 80
0.10 16 3173 166.0 0.805 815 258 0.023 81
0.15 1.8 4782 146.1 0.813 79.3 379 0.021 88
F6 {gL ™"} 0.05 16 1264 265.3 0.763 924 116 0.022 53
0.08 1.8  248.0 177.4 0.778 741 183 0.017 76
0.10 19 536.1 145.1 0791 739 39.6 0.014 89
0.15 29 8585 104.6 0.793 558 479 0.107 93
Catechin 4x10° 1.3 2959 193.3 0.773 837 247 0.035 80
standard 6x10° 1.3  436.2 160.0 0.783 76.6 334 0.037 86
{mol L} 8x10° 1.4  465.2 149.6 0801 77.3 356 0.032 87
10x10° 18 778.6 96.2 0.812 529 418 0.022 92

where Rs&Rct in {Q cm?} Q in {uF s™ cm™}, Cq in {uF cm?}, zin {ms}

The double layer capacitance Cq decreases with the increase in concentration of fractions
(F3, F6) and catechin. Therefore, higher Cq value in uninhibited medium when compared
to those found in the inhibited media (F3, F6, catechin) may be associated with a decrease

in the dielectric constant and/or the increase in the thickness of the layer due to the
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displacement of ions and water molecules originally adsorbed onto the surface by
inhibiting molecules [59].
From Table 13, it can be seen that the values of n increase compared to the blank solution,
where n is defined as a measure of surface heterogeneity, which can be explained by the
formation of a greater number of uniform surface species through adsorbed inhibitors [74,
75]. In terms of several studies focused on corrosion inhibition of certain plant extracts in
various acidic media for example; the ethanolic extract of Ammi visnaga has been studied
as a source of green inhibitor for mild steel corrosion in 1 M HCI gives a maximum
inhibition efficiency of 90 % at 0.3 gL™[11]. The use of Thymus vulgar extract is as an
inhibitor gives an inhibition efficiency of 62 % at 2 gL?*[76]. The highest inhibition
efficiency demonstrated by Black pepper extract for mild steel in 1 M HCI solution has
been reported as greater than 95 % at 2 gL*[16]. Therefore, based on these data and the
present results, it is noted that the extract of tannins gives a good corrosion inhibition when
compared to other studies {93 % at only 0.15 gL'},

V.3. Adsorption isotherms
In this study, the most commonly used adsorption isotherms are tested to fit the
experimental data, such as Langmuir, Temkin, EI-Awady as well as Freundlich. The values
of 0 corresponding to different values of catechin standard at 298 K are determined from
electrochemical impedance spectroscopy Geis according to Equation (7). The conventional
and linear forms of isotherms are presented in Table 14.

Table 14 Conventional and linearized forms of the most commonly adsorption isotherms.

Isotherm Conventional form Linear form
Langmuir (0/1-6)=KCi, [77] C./0=11K +C,,
Temkin exp(—2a0)= K,Ci [78] 0 ={-1/2a}In(K,y, ) +{-1/2a}In(C,,,)
El-Awady (6/1-6)" = Ky.Cim [79] log(6/1-0) = ylog (K, )+ ylog(C,,)
Freundlich 0= K. (Cl) [80] Ind=In(K,)+qln(C,,)

The standard free energy of adsorption, AG°ags Was calculated according to Eq.(8)[81]:
AG, = —RTIn(55.5K,,,) (8)

ads
where R (J K'*mol?) is the universal gas constant, T(K) is the thermodynamic temperature,
Kags is the adsorption/desorption equilibrium constant and 55.5 molL? is used for molar

concentration of water in solution.
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Figure 9 exemplifies different adsorption isotherm models using EIS technique. The

adsorption parameters deduced from (Langmuir, Temkin, El-Awady and Freundlich)

isotherms are recorded in Table 15.

Table 15 Adsorption parameters deducted from linearizing various adsorption isotherms

for mild steel corrosion in 1 M HCI in the presence of catechin at 298 K.

Isotherm Kags/ L.mol™ AG°aqs kJ.mol? R? Isotherm property
Langmuir 8.89 10* -38.20 0.996 Slope 0.98
Temkin 1.52 10’ -50.90 0.940 a -4.00
El-Awady 8.66 10° -38.10 0904 1y 0.91
Freundlich 3.51 -13.10 0.942 q 0.14
120" ®  Experiment data obtained from EIS
- fit linear data with Langmuir isotherm model xperiment data obtained from
Sl SIAmALERE O‘e/i/ L Et ﬁneair dtatda \;/ithb;emk?nfisothilrsm model
l.OXlO'A / 0.9 4
8.0x10° ®
/ R=0.940
6.0x10° /
.

4.0x10°

6.0x10° 8.0x10° 1.0x10™ Concentration, In {C, / mol L™}

Concentration, {C,/mol L™}
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Fig. 10 Plots of the adsorption isotherm models of catechin for mild steel surface in 1 M HCI
at 298 K obtained from EIS data

At first glance, examination of Tablel5 reveals that the values of the determination
coefficients R? are entirely acceptable for all of the four undertaken isotherms.
Notwithstanding the greatest value of {R?>= 0.996} for the Langmuir isotherm with a slope
very near unity, this model is ruled out [82, 81]. In fact, Langmuir isotherm is based on the
fact that the adsorbent (mild steel) surface is uniform; that is, all adsorption sites are
equivalent along with the fact that the inhibitor molecules do not interact between them
and also an inhibitor molecule displaces only one water molecule from the mild steel
surface.

In contrast, from EIS measurements, the values of heterogeneity coefficients n range from
0.773 to 0.812 (Table 13.); i.e., less than unity. These finding plead in favor of
heterogeneity of the surface or a non-ideal mild steel/solution interface that is why it was
taken into account a CPE instead of simple double layer capacitance when modeling the
interface by an equivalent electrical circuit.

Table 15 exemplifies, among other parameters, the values of K., for all isotherms except

for Freundlich model; reflect an indication of favorable adsorption. The reciprocal value of

y, taken from El-Awady model, is 0.91. This value is approximately unit which implies

that one water molecule is substituted by one catechin molecule attached to one active site

on the mild steel surface in the course of the inhibition process. Meanwhile, the negative
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sign of the intermolecular interaction parameter in the adsorption film {a = -4}, derived
from Temkin isotherm, specifies highly attractive lateral interactions in the adsorbed film,
contrary to what the Langmuir isotherm suggests.
The value of q equal 0.14 is too far from the typical value of 0.6 implying that the
adsorption cannot be modeled by the Freundlich adsorption isotherm in spite of the higher
values of the determination coefficient {R?= 0.942}[83]. Additionally, {Kads = 3.51 L mol
11 issued from this model is too lower when compared to the other isotherms (Tablel5).
This finding disagrees with the higher values of inhibiting efficiencies proving a real
surface coverage. The adsorption of catechin follows chemisorptions mechanisms AG°ads
Was greater than 40 kmol™ [84].

V.4. Overview on antioxidant and anticorrosion activities of Ammi

visnaga

The valorization of various extracts of Ammi visnaga in both antioxidant and anticorrosive
activities were reported by few researchers [14-16, 85-88]. Table 16 collects the inhibiting
efficiencies of extracts, derived from EIS corrosion tests, at the optimum concentration, on
different materials matrix, in acidic media as well as the 1Cso values derived from DPPH"
method.
It is apparent from Table 16 that the inhibiting efficiencies as well as the 1Cso, reflecting
the antioxidant effect, of the different Ammi visnaga extracts are closely related to the
extraction method. It can be seen that change in the solvents and parts of the plant for
extract preparation greatly affect the protection efficiency [84,16]. At the end of our last
study [16], we were able to conclude that the polyphenolic compounds (flavonoids and
tannins) are behind the antioxidant and anticorrosive behaviors of the ethanol extracts of
Ammi visnaga. The extraction was achieved using solvents of different polarity in order to
get maximum extraction [14]. It is important to mention that the change in the extraction
method has very little effect on the inhibitory efficacy. On the other hand, with the soxhlet
method the attribution of antioxidant and anticorrosive properties was summarily linked to
polyphenols without any distinction between flavonoids and tannins. To assert this
hypothesis, a fractionation of polyphenols, using the maceration method was undertaken to

separate the flavonoids from the condensed tannins.
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Table 16. Different properties of Ammi visnaga extracts in terms of anti-corrosion and antioxidant activities

Ammi visnaga Material Corrosive Optimum Inhibition Extraction Part of 1Cs0 Ref.
extract matrix medium concentration efficiency method plant
Aqueous SX 316 2 M HCI 0.30gL? 98.27% Steam distillation Seed - [15]
Methanolic Mild steel 1 M HCI 1.00gL? 84.00 % Soxhlet Seed - [85]
Ethanolic Mild steel 1 M HCI 0.30gL? 90.45% Soxhlet Aerial part 2.82 (BHT=0.27 mg/mL) [16]
Ethanolic Mild steel 1 M HCI 0.01gL? 89.13% Ultrasound Aerial part 2.40 (BHT=0.27 mg/mL) [14]
Aqgueous Mild steel 1 M HCI 0.01gL? 84.14% Ultrasound Aerial part 3.05(BHT=0.27 mg/mL) [14]
Hydro-ethanolic Mild steel 1 M HCI 0.01gL? 91.94% Ultrasound Aerial part 1.70 (BHT=0.27 mg/mL) [14]
Aqgueous - - - - Decoction Aerial part 3.50 (BHT=0.17 mg/mL) [86]
Hydro-ethanolic - - - - Soxhlet Aerial part 3.19(BHT=0.17 mg/mL) [86]
Methanolic - - - - Soxhlet Aerial plant ~ 0.006(Trolox=1.5pg/mL) [87]
Butanolic - - - - Soxhlet Aerial part  0.00877(Rutin=3.01ug/mL)  [88]
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V1. Conclusions

The objective of this study was to determine the levels of phenolic compounds {TPC, FC
and CT}and the antioxidant activity of the different fractions and subsequently to
determine the anticorrosive activity of the fractions with high phenolic compound levels as
well as two standards that present the major compounds in the n-butanol and ethyl acetate
fraction.

The n-butanol fraction demonstrated the highest total phenolic and flavonoids content
exhibited the highest antioxidant compared to other fraction of flavonoids. The ethyl
acetate fraction {fraction of tannins} showed the highest content of condensed tannins and
total phenolic compared to n-butanol fraction; also the highest antioxidant activity was
demonstrated by four methods.

The HPLC technique confirmed the presence of quercetin and catechin in n-butanol and
ethyl acetate fraction, respectively. The highest inhibition efficiency calculated from EIS
results was obtained for ethyl acetate fraction {93.2 % at 0.15 g L™*}.The polarization
curves indicated that quercetin acted as an accelerator and catechin was the major
molecule responsible for inhibition and acted as mixed-type inhibitor with predominant
control of cathodic reaction. Also, the F3 and F6 fractions were mixed-type inhibitors. The
adsorption isotherm of catechin molecules responsible for inhibiting corrosion of the F6
fraction on the mild steel surface was found to obey to Temkin and El-Awady isotherm

models with chemisorption process.
Conflicts of interest: Authors declare that there is no conflict of interest at anyway.
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Contenu du chapitre

L'objectif de ce travail concerne la valorisation d’un biodéchet de Zea mays dans le but
d’étudier son activité antioxydante et anticorrosion. Pour cela, des extraits polyphénoliques
réalisés a partir des stigmates de Zea mays ont été obtenus en utilisant la méthode d'extraction
aux ultrasons et par soxhlet ainsi que trois solvants de polarité croissante. De méme, des
analyses qualitatives par screening phytochimique et quantitatives par dosage des phénols
totaux (TP) et des flavonoides (TF) ont été réalisées. Afin d’identifier les familles de
composés responsables de l'action inhibitrice des extraits étudiés, nous avons réalisé le
fractionnement des flavonoides a partir de D’extrait hydro-éthanolique. Les propriétés
antioxydantes de différents extraits ont été également étudiées par DPPH’, par le pouvoir
antioxydant réducteur ferrique (FRAP) et par la capacité antioxydante totale (CAT)..
L'activité anticorrosive de I'extrait hydro-éthanolique obtenu aux ultrasons, de la fraction n-
butanolique et de I'étalon (flavone) a été étudiee par des mesures électrochimiques (courbes
de polarisation et spectroscopie d'impédance). Afin de, confirmer ou infirmer la relation entre
I’activité antioxydante et I’activité anticorrosion nous avons, €tudié 1’action inhibitrice de
I’acide ascorbique par la méthode transitoire.

Les résultats ont montré que tous les extraits étudiés sont riches en polyphénols et que
l'analyse des TP et TF a montré que I’extrait hydro-éthanolique obtenu aux ultrasons est
caractérisé par une quantité significative en phénols totaux et en flavonoides. Les résultats
indiquent egalement que la fraction n-butanolique est caractérisée par une trés grande capacité
antioxydante. Les courbes de polarisation ont indiqué que 1’extrait hydro-éthanolique (HE) et
la fraction n-butanolique (FB) agissent comme des inhibiteurs de type mixte avec un contréle
prédominant de la réaction anodique et que la molécule de flavone agi comme un inhibiteur
de type mixte avec un contrble prédominant de la réaction cathodique. Les parameétres
électrochimiques (méthode de Tafel) montrent que I’efficacité inhibitrice de 1’extrait hydro-
éthanolique, FB et flavone est respectivement de d’ordre de 89.97 %, 83.00 % et 81.01 %. Ce
résultat indique que I’action inhibitrice de 1’extrait hydro-éthanolique est due a la famille des
flavonoides et principalement le flavones. Les diagrammes de Nyquist et de Bode pour HE et
FB sont modeélisés par le modéle Rs+CPEg/(Rct+CPE#/Rs ) , alors que la molécule de flavone
les diagrammes sont modélisés par le modele simple (Rs+CPEa/Rct). Les résultats montrent

I’existence d’une bonne corrélation entre ’activité antioxydante de la FB obtenue par la
méthode DPPH" et de FRAP et I’activité anticorrosion (Tafel, SternsGeary). Cette corrélation,

a été confirmée par 1’étude de I’action inhibitrice de ’acide ascorbique qui est de ’ordre de
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86.01 % a 0.15 mg/L. L’¢étude thermodynamique de FB montre que I’efficacité inhibitrice
diminue avec ’augmentation de la température et que I’adsorption des flavonoides (flavone)
se fait selon le mécanisme de chimisorption. L’adsorption de la molécule majoritaire ‘flavone

n’obéit a aucune isotherme d’adsorption examinée.
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Abstract

The extraction of Zea mays hairs (Z.mays) was carried out by soxhlet and ultrasound
techniques and through three solvents. Phytochemical tests and quantitative analysis of
total phenols content (TPC) and flavonoids content (FC) for all extracts were also
determined. The antioxidant activity, for different fractions, was determined by using three
methods; DPPH’, FRAP and TAC. All extracts were rich in polyphenols and the analysis
of TPC and FC showed that the hydro-ethanolic extract obtained by ultrasound was
characterized by a significant amount of TPC and FC. The n-butanolic fraction was rich in
FC and also had a very high antioxidant capacity. On the other hand, the inhibiting effect
of hydro-ethanolic extract, n-butanolic fraction and standard (flavone) on mild steel
corrosion in 1 M HCI solution was investigated by electrochemical measurements. The
polarization curves along with EIS diagrams indicated that flavone was the major molecule
responsible for inhibition and acted as mixed-type inhibitor with predominant control of
cathodic reaction. The antioxidant activity of BF was well correlated to corrosion
inhibition efficiency.

Keywords: Zea mays hairs, extracts, phenolic fraction, total phenolic, flavonoids,

antioxidant activity, corrosion inhibition, mild steel.
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l. Introduction

Aromatic and medicinal plants have a considerable content of bioactive compounds with
specific biochemical or organoleptic properties, allowing their use in pharmaceutical,
cosmetic and food industries [1]. Currently, the recovery of bio-waste is mainly studied in
the field of green chemistry because of a great interest as a source of high value-added
compounds. Over the last decades, the various extracts and essential oils of plants have
been of great interest because they have been sources of natural products. Z. mays hairs
(Corn silk) is a collection of the stigmas (fine, soft, yellowish threads) from the female
flowers of the maize plant contains proteins, vitamins, carbohydrates,Ca?*, K*, Mg?* and
Na* salts, volatile oils, and steroids, alkaloids, saponins, tannins, and flavonoids, flavones,
flavones glycosides[2-6].The phenolic molecules particularly quercetin, rutin and flavone
glycosides have a strong antioxidant activity [7,6]. Various researchers have found a
positive correlation between the total phenols content, flavonoids content and antioxidant
tests [8]. The obtaining phenolic molecules often require many long and costly steps; the
most important of which is extraction. One of the major challenges of analytical chemistry
consists of technological innovation and development of new extraction methodologies [9].
Currently, the use of plants as a source of corrosion inhibitors is widely recognized for
their acceptable environmental and ecological properties. Consequently, to prevent or to
delay the corrosion of metals [1]. This corrosion is generally inhibited by the interaction of
functional groups having oxygen, nitrogen, aromatic resins and sulphur with lone pair of
electrons to interact with metal surface [10] by forming a protective film onto the mild
steel surface. These protective films are formed by chemical and/or physical adsorption
which slows down reduction and/or oxidation reactions occurring during corrosion. Most
of the synthetic compounds used as inhibitors, have good anti-corrosive action, but most of
them are highly toxic to human beings and to the environment [11]. The attempts to
highlight environmentally friendly processes are reoriented to the use of natural products.
These bioactive compounds are extracted from aromatic herbs, spices and medicinal
plants. The inhibitors are organic or inorganic in nature, some act as cathodic and anodic
inhibitors to reduce or prevent corrosion [12-15].This work includes some research studies
that have used natural substances; extract of Chamaemelum mixtum [16], ethanolic extract
of Ammi visnaga [17], different extract of Ammi visnaga[18], extract of Black Pepper[19].

The objective of this article was to apply ultrasound extraction method known for its

effectiveness in extracting phenolic molecules, and to compare it with conventional
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technique (Soxhlet). Hence, to determine the phenolic compounds responsible for the
inhibitory action of Z. mays hairs, we proposed to study the phenolic fraction, and to
identify the presence of major molecule in flavonoids fraction. In addition, the antioxidant
property of different extracts was also studied by DPPH®, Ferric-reducing Antioxidant
power (FRAP) and Total Antioxidant Capacity (TAC) for the purpose to correlate the
antioxidant capacity with anticorrosive activity. The anticorrosive activity of hydro-
ethanolic extract elaborated by ultrasound, n-butanolic fraction and standard (flavone) and
ascorbic acid for antioxidant activity were investigated by electrochemical measurements
(polarization curves and impedance spectroscopy).
1. Materials and methods
I1.1. Materials

11.1.1. Vegetal material
Z. mays hairs, Poaceae female used for this investigation was collected in September 2018
at Taounate region. The botanical identification of species was carried in Laboratory of
Biotechnology and Preservation of Natural Resources (BPNR), University Sidi Mohamed
Ben Abdellah, Fez, Morocco. The Z. mays hairs were dried at room temperature.

11.1.2. Metallic matrix and corrosive solution
The material, used in this study, is mild steel, the composition of which is given elsewhere
[17]. The acid solution was prepared by dilution of an analytical reagent grade 37 % HCI
with doubly distilled water. Appropriate concentrations of different inhibitors were
prepared with 1M HCI addition.

11.2. Methods

11.2.1. Methods of extraction
The extraction methods used, in this work, are based on Soxhlet and ultrasound techniques.
For soxhlet method, dried Z.mays hairs powder was successively extracted with different
solvents such as pure ethanol and 70 % ethanol by soxhlet for 12 h. For the extraction, 40 g
of dried powdered sample was extracted with 400 mL of the solvent (pure ethanol and 70
% ethanol). The obtained extracts were collected separately and kept for further analysis.
On the other hand, the extraction, via the ultrasonic method, of Z.mays hairs were obtained
by ultrasound (45 Hz, 50 W, 25 °C), mixing the dry powder (40 g) with 400 mL of different
solvents (water, ethanol and ethanol/water 70:30) for 45 min. The extracts were filtered
concentrated under reduced pressure. Then, we carried out the fractionation of flavonoids
from the hydro-ethanolic extract obtained by ultrasound method. The HE was dissolved in

warm water and then partitioned sequentially with petroleum ether (PF), ethyl acetate
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(AF), n-butanol (BF) and water (WF). The different fractions were collected separately and
concentrated using a rotary flash evaporator to remove the solvent. All fractions (PF, AF,
BF and WF) were stored at 4°C for subsequent analyses.

11.2.2. Quantitative and qualitative analyses of extracts
The different extracts obtained by two methods of extraction were subjected to preliminary
screening of phytochemical constituents. The procedures were described by [20-22]. The
total phenolic and the flavonoids content was determined according to [23, 24].

11.2.3. Electrochemical methods of analysis
The electrochemical measurements were determined following the same operating protocol
described in reference [18].

I11.2.4. Antioxidant activity
The antioxidant analysis was monitored using three of the most recognized methods in
literature. Firstly, DPPH" radical scavenging activity was determined according to [25].
Secondly, ferric-reducing Antioxidant power (FRAP). In fact, the reductive potential has
been examined by the transformation of Fe** to Fe?* in the presence of an antioxidant this
test is realized according to [26]. Thirdly, the determination of total antioxidant capacity
(TAC)of the extracts was evaluated by Phosphomolybdenum method [27].
In addition, we used the HPLC technique for identification of flavonoids. Indeed, the
analysis of the presence of phenolic compounds (flavone) in the n-butanolic (BF) was
carried out by HPLC (reverse phase) and the type of waters 600E coupled to a fluorescence
detector equipped with an injection loop with a C18 column (length = 150 mm; diameter =
4.6 mm, 5 um particle size). The analysis was carried out in Laboratory of Agricultural &
Food Industry, IAV HASSAN Il. The flow rate of the mobile phase was 1.5 mL/min.
Detection was performed at two wavelengths: the excitation wavelength was 254 nm and
the detection wavelength was 348 nm. The mobile phase was Acetic acid: Methanol (5:95
v/v). The HPLC conditions are listed in Table 1.

Table 1. Conditions of HPLC

Sample Mobile phase Column  Injection volume  Flow rate Detection / Fluorescence
Flavone Acetic acid: Cis8 SuL 1.3mL/mn  Excitation at 254nm and
Methanol (5:95 v/v) detection at 348nm
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I1l. Resultants and discussion

I11.1. Phytochemical screening
The preliminary phytochemical screening for different extracts obtained by two methods of
extraction showed the presence important of phyto-constituents such as flavonoids,
phenols and glycoside in ethanolic and hydro-ethanolic extracts, respectively. On the other
hand, the presence low of flavonoids, phenols and glycoside were observed in aqueous
extract, also the presence low of alkaloids and tannins in three extracts, hence the presence
of steroids and terpenoids only in ethanolic and hydro-ethanolic extracts, these results are
in agreement with [28,29].The objective of this section is to determine the polyphenols
existing in the various extracts, following the example of the used extraction methods, in
order to develop the main molecules that can be determined and fraction acted. Table 2

shows the results of phytochemical analysis of various extracts of Z. mays hairs.

Table 2. Screening phytochemical of Z. mays hairs extracts by soxhlet and ultrasound

techniques
Composition Ethanolic extract Aqgueous extract Hydro-ethanolic
extract
Alkaloids + + +
Flavonoids ++ + ++
Glycoside ++ + ++
Steroids + - +
Tannins + + +
Terpenoids + - +
Phenols ++ + ++

where ++:Important presence, -: Absence, +: Low presence

I11.2. Extraction yields of TPC and FC issued from soxhlet and ultrasound
techniques

In order to compare the performance of the two extraction techniques studied, we first
compared the yields obtained by each technique; then, the concentrations of polyphenols
and flavonoids contained in the different extracts (Ethanolic, Aqueous and Hydro-
ethanolic) from each extraction method were evaluated. The different results obtained are

grouped in Table 3.
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Table3. Yield of extraction, TPC and FC of Z. mays hairs extracts by soxhlet and

ultrasound

Technique Ethanolic Aqueous Hydro-ethanolic
Soxhlet Extraction yield % 27.73 - 32.35

TPC (mg EGA/g extract) 45.50+2.4 - 95.47+2.2

FC (mg EQ/g extract) 19.58+1.3 - 28.42+1.7
Ultrasound Extraction yield % 20.10 18.3 22.6

TPC (mg EGA/ g extract) 93.43+3.4 35.34+4.4 230.94+3.2

FC(mg EQ/ g extract) 18.4+2.6 7.331£2.6 57.22+3.5

The values are expressed as means+SD

It is noted that the technique of extraction of Z. Mays hairs by ultrasound with three
solvents gives a yield varying between 18.3 and 22.6 %. The highest yield is obtained by
the mixed solvent (70:30) more than the pure solvent [28, 29]. Soxhlet extraction allowed
the highest efficiency compared to ultrasound extraction, which can be explained by the
heating applied during the operation as well as the long extraction time [28]. These two
parameters (heating and time) have the main disadvantage of conventional soxhlet
extraction by exposing the heat-labile compounds contained in the plant to partial or total
degradation[30,31]. Therefore, it can be said that ultrasonic extraction is the most efficient
in terms of time and conservation of heat-labile products [32-34].

The concentration of total phenols in the various extracts produced by ultrasound are
higher than those obtained by soxhlet. So, the phenol content in different extracts obtained
by ultrasound varies from 35.34 to 230.94 mg EGA/g extract. The total phenolic content is
in the following order: Hydro-ethanolic >Ethanol>Aqueous. In another hand, the total
phenolic content in different extracts obtained by soxhlet is in the following order: Hydro-
ethanolic >Ethanol. The finding results show that ethanol/water mixture is a good solvent
for phenolic extraction from Z. mays hairs is in agreement with previous investigations [18,
35, 36]. Sultana et al.[35] revealed that the addition of 20 % water in ethanol has increased
the extraction of total phenolic compounds of medicinal plant materials up to 54 %. In
addition, Thoo et al.[36]found that the amount of total phenolic and flavonoids compounds
extracted from Andrographis paniculata powder was observed higher when a mixture of
ethanol and water was used as the extracting solvent rather than single solvent of pure
ethanol or water. The FC content in different extracts was in the following order: Hydro-
ethanolic>Ethanol >Aqueous. We notice that the ethanol extract therefore contains higher

flavonoids than the aqueous extracts because the flavonoids can be diffused more in

172




Chapitre IV : Valorisation des extraits des biodéchets de Zea mays comme antioxydants et inhibiteurs de corrosion
d’un acier doux dans HC11 M

ethanol pure than the water [37]. According to these results, one conclude that the hydro-
alcoholic extract obtained by ultrasound is characterized by the highest content of FC and
TPC compared to the other extracts obtained by the soxhlet method. For this reason, we
were interested in the fraction of flavonoids from the hydro-ethanolic extract using

ultrasound method.
I11.3. Extraction yields of TPC and FC issued from fractionation of flavonoids

Table 4 shows the extraction yield, TPC and FC of each fraction from Z. mays hairs. The
extraction yield of all fractions vary from 1 to 10 %. Among all the fractions, BF obtains
the highest extraction yield (10 %) while PF yielded the lowest (1 %). The TPC of all
fractions from Z.mays hairs vary from 23.59 to 296.20 mg EGA/g extract. The highest FC
is detected in BF, whereas the lowest content was found in PF.TPC of Z. mays hairs
extracts is found to be arranged in the following descending order: BF > AF >WF > PF.
Based on these results, the FC of all fractions from Z. mays hairs has the same descending
order as with the TPC. The FC of Z. mays hairs extracts is in good correspondence with the
TPC (R?=0.977), so it can be presumed that the flavonoids are the major phenolic

compounds present in Z. mays hair [38].

Table 4.Comparative analysis of extraction yield of TPC and FC derived from Z. mays

hairs fractions obtained using different solvents.

Fraction Yield extraction % TPC (mg GAE/g extract) FC (mg QE/g extract)
PF 1.00 2359 +3.21 11.41+121
AF 8.00 196.74 + 4.42 163.86 £ 1.70
BF 10.00 296.20 + 5.82 200.35+2.11
WF 3.00 4791 +£243 27.73£2.82

The values are expressed as means + SD.
where: PF: Petroleum ether fraction; AF: Ethyl acetate fraction; BF: n-butanolic fraction; WF:
water fraction

I11.4. Antioxidant activity

111.4.1. DPPH" method
Antioxidant activity of Z. mays hairs extracts is conducted by using the DPPH" free radical
method. The scavenging activities of the different fraction are shown in Table 5. The BF
extract exhibited higher level of scavenging activity followed by AF when compared to the
other fractions. In the BF fraction, the 1Cso of inhibition is of 58.7 ug/mL and PF is
characterized by the lowest inhibition (ICs0=100.4 x«g/mL) compared to BHT (49.6 ug/mL)

respectively. Meanwhile, the DPPH" scavenging activity of all fractions shows similar
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trend with the content of total phenolic compounds (R?=0.9213) and total flavonoids (R? =
0.9417), in all the fractions, indicates that the phenolic compounds, particularly flavonoids
that present in all fractions of Z. mays hairs are the major constituents which can scavenge
the DPPH" radical, due to the presence of the hydroxyl groups in their structure and their
electron donating ability[6,39].The flavonoids are believed to reside in their free radical-
scavenging capacity and their antioxidant activity increases with an increase in the number
of hydroxyl groups [40]. It has been suggested that higher level of flavonoids content in BF
fraction contribute to the strong scavenging activity. This phenomenon is also observed in
other plants [18, 39, 41-43].
111.4.2. FRAP method

The potassium ferricyanide reduction method is used to evaluate the reducing power of
polyphenols, which constitutes a widely used method in measuring antioxidant activity of
phenolic compounds. In this way, the antioxidants present in the test solution can reduce
the Fe3* ferricyanide complex to ferrous form by donating an electron according to the

following mechanism (Fig.1).
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Figure 1: Reaction mechanism of the FRAP test
In the present study, as shown in Table 5, the BF derived from Z. mays hairs exhibits the
strongest reducing power (25.8 xg/mL) and has no significant difference when compared to
BHT(18.4 ug/mL), while PF yield remains the lowest (66.3 «g/mL).The reducing power of
all fractions can be presented in the following order: BHT> BF > AF >WF > PF.
Significant correlation has been found between the FRAP activity and the TFC (R? =
0.847), indicating that the reducing power of all the fractions is highly related to the
amount of phenolic compounds especially flavonoids that present in the fractions, which

can serve as electron donor to achieve the radical chain reaction.
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111.4.3. TAC method

The total antioxidant activity of fractions is measured by monitoring the absorbance of the
reaction mixture at 695 nm. A high absorbance value of the reaction mixture indicates a
stronger total antioxidant activity. Table 5 shows the total antioxidant activities of all
fractions and the positive standard of BHT. All the fractions show a potent total
antioxidant activity, which is concentration-dependent. The BF, at a concentration of 100
ng/mL, exhibits the strongest total antioxidant activity while PF yield is the lowest. The
values of all the fractions (PF, AF, BF, WF and BHT) through total antioxidant activity test
are arranged in the following descending order: BHT> BF > AF >WF > PF. Significant
correlation has been found between the total antioxidant activity and the TPC (R? = 0.909)
and FC (R?= 0.920) of all fractions. The results obtained in this investigation reveal that
the total antioxidant activity may be attributed to the presence of phenolic and flavonoids
constituents in all fractions [44].

Table 5. Antioxidant activity 1Cso (ug/mL) of all fractions of Z. mays hairs obtained from
DPPH’, FRAP and TAC methods

Fraction DPPH’ FRAP TAC
PF 100.4 95.7 934
AF 62.4 30.3 56.8
BF 58.7 25.6 43.5
WF 95.2 85.6 73.8
BHT 49.6 18.4 34.7

I111.4.4. HPLC for n-butanolic fraction
According to HPLC analysis, the n-butanolic fraction is rich in flavonoids, especially
flavones, this result is in agreement with Liu et al.[6] showing that the n-butanolic fraction
of Z. mays (China) is rich in two flavone glycoside.
I11.5. Electrochemical tests

The objective of this part is to determine the family of molecules or major molecule
responsible for the inhibiting action of Z. mays. To do so, we studied the corrosion
inhibiting effect of hydro-ethanolic extract (HE), n-butanolic fraction (BF) and standard
(flavone).
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I11.5.1. Potentiodynamic polarization study

The typical potentiodynamic polarization curves for mild steel in 1M HCI in the absence
and presence of different concentrations of HE and BF (0.05-0.15 gL™}), respectively, as
well as flavone (8x10° - 1.5x102 molL™), have been carried out, in order to gain
information about the kinetics of the cathodic and anodic reactions as shown in Fig.2.The
choice of concentrations of flavone molecule is determined from the percentage of flavone
in the fraction n-butanolic (HPLC) and molecular weight of the molecule as well as the
mass concentration of HE and BF for the quantity of the standard treated which is
compatible with the quantity of flavone in the fraction.
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Figure 2. Polarization curves of mild steel in 1 M HCI at different concentrations of

HE, BF and flavone at 298 K
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Analysis of the polarization curves shows that in the presence of the different inhibitors,
the anodic region does not exhibit Tafelian behavior. Only cathodic regions have a wide
range of linearity, indicating that Tafel law is well verified in the cathode domain and that
hydrogen reduction is controlled by pure activation kinetics [45]. Corrosion current
densities can then be estimated by extrapolating only the right-hand side of Tafel cathodic
to the corrosion potential. Also, it can be seen that the addition of these three inhibitors
causes a decrease in anodic and cathodic current densities; this decrease is proportional to
the inhibitor contents. The polarization curves for the HE inhibitor show a decrease in
partial current densities, which is all the more remarkable in the anodic domain than in the
cathode region. In addition, a slight shift, in corrosion potential, is registered towards more
noble values. As a result, inhibitor HE can be classified as a mixed type inhibitor with a
slight anodic predominance.

However, in the presence of BF and flavone inhibitors, the appearance of the curves (logi
= f(E)) is almost identical. On note a decrease in current densities in both cathodic and
anodic branches, the corrosion potentials are shifted towards less noble values. Then, these
two inhibitors can be considered as mixed type with a slight anodic predominance.

In addition, in the anodic region, inhibition of BF and HE as well as flavone depend on the
applied potential. Indeed, HE, BF and flavone act as corrosion inhibitors only at low
anodic overvoltage below Eg¢=0.275, E¢=0.295, Eq4~0.235 Vsce, respectively. Therefore,
current densities increase significantly in the presence of HE, BF and flavone with higher
potential than Eq[46,47]. This can be interpreted by the desorption of inhibiting molecules
due to a high polarization of the working electrode, and consequently the mechanism of the
metallic dissolution reaction is modified leading to the removal and/or deformation of the
HE, BF and flavone film on the surface of the mild steel. This potential is generally defined
as the desorption potential. The electrochemical parameters extrapolated from Tafel and

SterngGeary are given in Table 6.
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Table 6. Electrochemical parameters obtained from potentiodynamic polarization curve of
the mild steel immersed in 1 M HCI at different concentrations HE, BF and flavone at 298

K.
Data Tafel Data s&c

Cinh Ecorr Icorr |Bc| ’lpp% Rp /] s&c%

Blank 1M HCI -416.2 337.1 147.1 - 82 -
HE 0.05 -445.5 82.5 170.4 75.52 249 67.06
(gL 0.08 -431.3 73.2 193.9 78.28 407 79.85
0.10 -432.1 70.9 190.6 78.96 416 80.28
0.15 -430.3 33.8 193.5 89.97 679 87.92
BF 0.05 -437.9 101.1 162.1 70.00 218 62.38
(gL 0.08 -440 .1 63.4 174.7 81.19 373 78.01
0.10 -438.6 59.8 158.5 82.26 415 80.24
0.15 -436.6 57.3 159.7 83.00 438 81.27
Flavone 8x107 -395.47 145.2 238.3 56.92 178 53.93
(mol L) 5x107 -382.92 128.1 200.7 61.99 205 60.00
1x 107 -384.52 101.1 223.7 70.08 260 68.46
1.5x10% -381.26 63.8 227.1 81.01 420 80.47

where, Ecorr: MVagiagal, icor: KA cm2, R¢: mV dec?, Ry: Q cm?

It is clear from Table 6 that HE addition noticeably decreases icorr and 7pp% considerably
increases from 75.52 to 89.97 %. This suggests that the corrosion rate is reduced due to the
formation of a barrier film onto the mild steel surface by adsorption of polyphenolic
molecules. For the n-butanolic fraction obtained by fractionation of the hydro-alcoholic
extract, it is noted that after the addition of BF, the current density decreases and therefore
the percentage of corrosion inhibition increases to 83.00 % at 0.15 gL™. So, at the same
concentration the hydro-ethanolic extract has a corrosion inhibition difference of 6.97 %
when compared to n-butanolic fraction rich in flavonoids essentially the flavone. Then, the
inhibition action of HE is due to the intense presence of flavonoids especially flavone
(HPLC with a percentage of 22.4 %) confirmed by the electrochemical study which shows
that the flavone standard gives an inhibiting efficiency of 81.01 % at 1.5x102molL™. The
plot, in the linear scale of potential variation as a function of current, in the immediate
vicinity of the corrosion potential; Ecorr £25 mV, allows the determination of R, which is
equal to the slope |AE/Al|. In addition, it can be observed that the inhibiting efficiencies

calculated by SterngGeary method show the same trend as those determined by
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extrapolating the straight line of cathodic Tafel to corrosio

n potentials. Hence, the results

collected by this technique bear witness to those obtained by Tafel method.

111.5.2. EIS study

To confirm the results extracted from the potentiodynamic polarization measurements and

to acquire more information on the inhibition mechanism, EIS measurements are

performed. The Nyquist and Bode diagrams (to reveal the

phenomena that occur at high

frequencies masked in the Nyquist representation) for the mild steel in 1 M HCI solutions
in the absence and presence of HE, BF and flavone after 30 min of immersion at the

corrosion potential are shown in Fig. 3.
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Figure 3. Nyquist and Bode plots of the mild steel in 1 M HCI without and with
different concentrations of HE, BF and flavone at 298 K (Rs+CPEgdi/Rct).

The presence of a single loop in the representation of Nyquist led us to first choose the
Rs+CPEa/Rct circuit shown in Fig.4 to model the electrochemical interface and the
behavior of HE,BF and flavone inhibitors in1M HCI medium. However, this model does

not allow a good fit of the measured data for HE and BF inhibitors.

Rs CPE
MR NN
Ret

Figure 4. Equivalent electrical circuit used to fit the impedance data for mild steel in1 M
HCI with or without HE, BF and flavone

According to Fig. 3, we observe a better superposition of the experimental and simulated
spectrum in the representation of Nyquist and Bode for the flavone standard which shows
that Rs+CPEq/Rct is a better circuit to model the behavior of the electrochemical interface
in the presence of flavone. On the other hand, for the HE and BF inhibitors, there is clearly
a poor superposition of the experimental and simulated spectra in Bode representation,
which certainly indicates the presence of a second time constant, attributed to an extra
phenomenon that takes place. Several equivalent circuit models were tested using the EC-
Lab (V11.20) software, only the Re+CPEa/(Ret+CPE#/Rr) model shown in Fig.5 allows a
perfect match between experimental and theoretical data. Generally, the adjustment of

impedance spectra by an equivalent electrical circuit can be ambiguous.
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Figure 5.Equivalent circuit used to fit the impedance data for mild steel in 1M HCI with or

Indeed,
mathematically satisfactory but
Moreover, the only loop observed
studied inhibitors could be expla

without HE and BF

it is sometimes possible to obtain several sets of parameters that are

whose physical meaning may be meaningless [48].
on the Nyquist diagrams (Fig.6) in the presence of the
ined by two time constants badly separated. The time

constant located at high frequencies (CPEq) could be attributed to the adsorption of
inhibiting molecules onto the metal surface simultaneously with charge transfer, while the
low frequency loop (CPEy) could be linked to the relaxation of inhibition process [49,50].
Note that the improvement in protective power is characterized on the Nyquist diagram by

an increase in the size of the loops.
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Figure 6. Nyquist and Bode plots of the mild steel in 1 M HCI without and with different
concentrations of HE, BF at 298 K by (Rs+CPEg/(Rct+CPE#Ry))

The electrochemical impedance parameters for mild steel in 1M HCI in the presence of
HE, BF and flavones inhibitors are reported in Table 7. The resistance values are estimated
directly from the adjusted impedance diagrams, while the values of the pseudo-
capacitances (Cai, Cr) are determined by the following Equations (1,2) according to [5, 49]:
Cy = (QqRG ™ )™ )
C, =(QRy ™)™ (2)

The inhibition efficiency is calculated as follows by Equation (3):
0
Mg %0 = (ijlOO (3)
RP

In uninhibited medium, the total resistance corresponds to the charge transfer resistance

(Rr = Rey, while in inhibited solution, the value of Rp is given by the sum of two

resistances: (Rp= Rer+ Rr). R? is the total resistance for the blank which corresponds only

to charge transfer.
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Table 7. EIS parameters and inhibition efficiency for mild steel in 1M HCI in the absence

and presence of different concentrations of HE, BF and flavone at 298 K

Cinn Rs R«  Qa Nal Ca Ry Os Ny Cs Rr  meis%
Blank 1MHCI 1.14 58 373.3 0.767 118.80 - - - - 59
HE 005 151 85 71.17 0.894 - 302 157 0.669 34.97 387 85.01
gLt 008 289 90 62.93 0.882 - 401 130 0.670 30.35 491 88.18
0.10 3.04 94 50.86 0.886 - 795 90 0.672 24.69 888 93.46
0.15 6.63 144 51.73 0.881 - 811 86 0.676 24.00 955 93.92
BF 005 1.31 135 101 0.854 - 203 186 0.712 49.94 439 86.62
gLt 008 215 142 72 0.877 - 336 148 0.720 34.04 478 87.71
010 1.97 145 71 0.855 - 368 98 0.735 29.91 513 88.55
015 1.31 150 50 0.876 - 440 90 0.743 29.62 590 90.05
Flavone 5x10° 0.88 347 104 0.783 5021 - - - - 347 83.06
mol LT  8x10° 0.89 367 115 0.791 4160 - - - - 367 8398
1x102 1.11 393 102 0.794 40.23 - - - - 393 85.04
1.5x10
171 58 52 0.799 2068 - - - - 586 8952

2

where Rt,Ret, Rrand Rs in Q cm?,0rand Qqi in pF s™ cm? ,Cqiin uF cm

As shown in Table 7, Rerand Ry increase with rise of HE and BF concentration as well as
flavone. It should be noted that the n-butanolic fraction generates an inhibitory action
against corrosion due to presence of flavonoids family especially flavone. On the other
hand, there is no significant difference between the inhibitions obtained by BF and
molecule flavone which shows that the flavone molecules are responsible for the inhibition
effect of BF, and consequently, for the hydro-ethanolic extracts of Z. mays hairs. In
parallel, it is observed a decrease in pseudo-capacities related to the electrochemical
double layer and the adsorption of inhibitory molecules onto the metallic surface in
conjunction with the increase in inhibiting efficiency. This shows a progressive adsorption
of the inhibiting molecules forming a protective film that prevents the infiltration of
aggressive species through the inhibitor film. Indeed, we observe an increase in the values
na with rise of inhibitor concentration associated with a certain decrease in the
heterogeneity of the surface resulting from the adsorption of inhibitors on the active
centers [51]. Therefore, based on these data and the present results, it is noted that the
hydro-ethanolic extract of Z. mays hairs plant gives better inhibition when compared to
other studies [16-19]. It should be noted that the inhibiting efficiencies calculated by EIS
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method follow the same trend as those obtained from Tafel and LPR method, with some
differences indicating the different approximations on which each of them are based.

The adsorption is influenced by various factors such as nature and surface charge of the
metal, the number of adsorption sites and the chemical composition of the used inhibitor.
BF is rich in flavonoids especially flavone. The flavonoids components can absorb on
metallic surface based on donor—acceptor interactions between n-electrons of aromatic ring
and vacant d-orbits of Fe [52]. The large number of flavone in BF may react with iron,
which adsorb on the metal surface, forming organo-metallic complex, such as Fe—flavone
according to the reported mechanism [53].

111.5.3. Correlation between inhibition efficiency and antioxidant activity
The relationships between the percentage activity of DPPH" and FRAP as well as
inhibition efficiency ;9 (calculated from Tafel, EIS and LPR) are analyzed by comparing
the trends of percentage activity (%) and those of inhibition efficiency by Origin 6.0. The

correlation between percentage activity (%) and inhibition efficiency of BF are plotted in
Fig. 7.
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Figure 7.The trends of antioxidant activity and inhibition efficiency calculated by Tafel,
EIS and S&G methods

Fig.7 shows the evolution of antioxidant activity measured by two methods (DPPH" and
FRAP) and the anticorrosive activity as a function of the concentrations of n-butanol
fraction. It is noted that the percentage of antioxidant activity of BF derived from the

FRAP method is higher than that obtained by DPPH" method. Otherwise, one observe that
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when the percentage of antioxidant activity increases, the inhibiting efficiency calculated
by Tafel, EIS and LPR increases as well with concentration. Accordingly, the correlation
between antioxidant and anticorrosion activities of n-butanolic fraction may be imputed to
the presence of flavonoids. These last are responsible for both reduction of Fe3* to Fe?* and
scavenging of free radicals as well as the corrosion inhibition through the presence of
functional (O-H, C-O, C=0) and aromatic ring groups [54] in their main structure. These
results are in agreement with those reported in references [55, 56]. In order to confirm the
highlighted correlation, we have set ourselves the consideration of a pure antioxidant
agent. Our choice was ascorbic acid. Corrosion inhibition was investigated by
electrochemical impedance measurement.
111.5.4. EIS study for ascorbic acid

The EIS measurement is used to gather the information related to kinetics and adsorption
mechanism of ascorbic acid on the mild steel surface at 298 K.

The Nyquist plots without and with the presence of various concentrations of ascorbic acid
are shown in Fig. 8. In order to extract qualitative information, the impedance spectra are
fitted using the modified Randles equivalent circuit presented in Fig. 4. According to the
above mentioned equivalent circuit, an excellent agreement between the experimental and

simulated curves is obtained for all impedance spectra with x?=0.05.
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Figure 8. Nyquist and Bode plots of the mild steel in 1M HCI without and with different
concentrations of ascorbic acid at 298 K by Rs+CPE/R¢t

As shown in Fig. 8, the impedance spectra of mild steel recorded in uninhibited as well as
in inhibited media show only one depressed capacitive loop, which is generally associated

to the charge transfer process. The depression in the impedance plots is characteristic of
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solid electrodes and is usually ascribed to frequency dispersion which is attributed to the
heterogeneity of the metal surface, which results from surface roughness due to the
corrosion process, impurities, and dislocations and also from the adsorption of inhibitors
[57]. As a consequence, in this case the impedance behavior of the electric double layer is
better described by a constant phase element (CPE) instead of a pure double layer capacitor
C. for more accurately fit of the experimental data set. Moreover, the addition of ascorbic
acid to the corrosion medium leads to an increase in size of the semicircle with increase of
the inhibitor concentration indicating an increase in corrosion resistance, accordingly the
inhibiting effect increases as well. The corresponding EIS parameters such as Rs, Ret, Cai, N
and neis% obtained by fitting the experimental data are illustrated in Table 8.

Table 8.Impedance parameters of mild steel in 1 M HCI in the absence and presence of
ascorbic acid at 298K

Cinh Rs Ret Qui N Cul Va neis%
Blank 1M HCI 1.14 58.7 373.3 0.767 118.8 0.011 -
Ascorbic 0.05 1.13 186.5 261.2 0.790 136.8 0.05 68.11
acid 0.10 1.14 398.3 181.7 0.823 110.8 0.08 85.06

0.15 1.11 425.3 167.7 0.838 82.2 0.07 86.01

where Cinn in (Mg L), RsgRet in (2 cm?) Q in (UF s™! cm?), Cqiin (UF cm™?)

It can be seen from Table 8 that the addition of ascorbic acid increases the values of charge
transfer resistance (425 Qcm? at 0.15 mg L™1). This behavior can be due to the formation of
a protective layer on the metal surface which prevents further corrosion of mild steel.
Furthermore, the adsorption of inhibitor onto the mild steel surface leads to a decrease in
its double layer capacitance Cgq values, which can be attributed to an increase in thickness
of the double layer [58]. Also, it is to be noted that the addition of ascorbic acid leads to
decrease in n values when compared to that obtained in uninhibited solution; which can be
explained by an increase of the initial surface heterogeneity resulting from the adsorption
of inhibitor molecules on the metal surface.

Thus the presence of a pure antioxidant leads to an increase in the resistance of the metal
against corrosion and consequently the inhibiting efficiency increases thanks to the
presence of heteroatoms and functional groups which facilitate adsorption onto the metal
surface. Several authors have studied the inhibiting effect of ascorbic acid [59-62].This

study confirms the correlation obtained between the antioxidant activity of the n-butanolic
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fraction and the inhibition efficiency of the same fraction mainly due to flavonoids and
especially flavone.

I11.6. Effect of temperature
The temperature is an important kinetic factor that impacts the inhibition efficiency and
can modify the adsorption of inhibitor onto the electrode surface. In order to study the
effect of this parameter on corrosion inhibition characteristics, the experiments are
conducted by EIS in the range of temperature 298-333K in the absence and the presence of
BF at 0.15 gL in 1M HCI as shown in Fig. 9(a,b). It should be noted that a good
correlation between the experimental and simulated data is obtained by the circuit
(Re+CPE1/(Ri+CPE2/R¢t) previously adopted for BF inhibitor, which perfectly attests to the

existence of two relaxation phenomena in the operated frequency domain.
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Figure 9. Nyquist (a, b) diagrams for mild steel in 1 M HCI solution at different
temperatures in the presence (a) and absence (b) of 0.15 g L™ of BF

The electrochemical parameters deduced from the impedance spectra are summarized in
Table 9.
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Table 9. Electrochemical impedance parameters for mild steel in 1M HCI in the absence
and presence of 0.15g L™! BF at different temperatures

Cinn Rs Ra Qi Nal Ca Ry Os Ny Cs Rr  meis%

Blank 298 114 58 373 0.769 118.8 - - - - 58 -
313 128 34 450 0.760 120.2 - - - - 34 -
323 1.01 13 604 0.757 127.8 - - - - 13 -
333 123 11 690 0.752 1384 - - - - 11 -

BF 298 131 150 50 0.876 - 440 90 0.743 29.62 590 90.05
313 1.27 66 41 0.861 - 388 136 0.672 31.71 454 87.22
323 110 55 65 0.849 - 299 148 0.670 32.17 354 83.61
333 3.39 45 65 0.843 - 224 185 0.666 37.59 269 78.43

where Rt,Ret, Rrand Rs in Q cm?, Orand Qg in UF s™* cm?, Cyi in uF cm

From these results, we note the important diminution of (R«=Rp) and Rfvalues when the
temperature of blank solution increases and enhances the Cq, Qrand Qi values both in
uninhibited and inhibited solutions. In the presence of the tested inhibitor, the dissolution
of mild steel is extensively retarded. The inhibition efficiencies are found to decrease with
increasing solution temperature from 298 to 323 K. This behavior can be interpreted on the
basis of inhibitor desorption from the mild steel surface.

The values of activation energy Eaare estimated using Arrhenius Equation (4):

1 = Aexp( E,
Ro RT

) (4)
where Ea is the apparent effective activation energy, R is the general as constant, T is the
absolute temperature, and A is the frequency factor.

Since the corrosion rate is inversely proportional to Rp, the values of In (1/Rp) and
In(Rp*T) are plotted as a function of 1000/T in Fig. 10 (a, b)for the mild steel corrosion in

1M HCI solutions in the absence and presence of BF at 0.15 gL™.
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Figure 10. Arrhenius plots of mild steel obtained in 1 M HCI in the absence (a) and
presence of 0.15 g L™ of BF (b)

The kinetic parameters such as enthalpy and entropy of dissolution process may also be

evaluated from the temperature effect as well as Ea which are listed in Table 10. An

alternative formulation of Arrhenius equation is called transition state, given by Equation

(5):

1 R AS] —AH ()
RT

RT =mexp( o ) exp( )

where h is Planck's constant (h = 6.6252 1034 J s), N is Avogadro's number (N = 6.023

10% mol™?), As is the entropy of activation and AH_ is the enthalpy of activation.

Table 10.Activation parameters for mild steel in 1M HCI in the presence and the absence
of 0.15g L of BF

Inhibitor Ea/ kJ mol™ AH [ k3 mol* AS; 1 JK* mol*
Blank 42.6 34.40 -162.07
BF 18.4 17.70 -238.40

The activation energy value in the presence of 0.15 g Lof BF is lower than the one in
uninhibited solution. The decrease of E. in the presence of BF indicates the easier
adsorption of flavonoids especially flavone on mild steel surface. Indeed, the lowered Ea in
inhibited systems when compared to the blank has been reported to be indicative of
chemical adsorption mechanism [63].

Moreover, the positive sign of the enthalpy AH_ in the absence and presence of inhibitor

reflects the endothermic nature of the metal dissolution process, which suggests the slow

dissolution of mild steel. The entropy of activation AS; in the absence and presence of the
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inhibitor are largely negative. This indicates that the activated complex in the rate
determining step represents an association rather than a dissociation step, meaning that, a
decrease in disordering is taking place on going from reactants to the activated complex.
I11.7. Adsorption isotherms

The study of isotherms describing the type of adsorption of a corrosion inhibitor is of
paramount importance, as it can provide important clues about the nature of the metal-
inhibitor interaction, the Langmuir, Temkin, EI-Awady and Freundlich models were then
tested to select the most suitable isotherm to model the adsorption of inhibitor on mild
steel. The linearized equation of the above models is described in Table 11.

Table 11. Conventional and linearized forms of the most commonly adsorption isotherms.

Isotherm Conventional form Linearized form

Langmuir (60/1-0)=K,Ci C../0=1/ K, +C,,

Temkin exp(—2a0)= K,Ci 0 ={-1/2a}In(K, )+{-1/2a}In(C,,)
El-Awady (6/11-6)" = Ky.Cinn log(6/1-6) = ylog(K,y )+ ylog(Cy, )
Ereundlich 0= K, (Cl) In6=In(K,)+qln(C,,)

The values of & corresponding to different values of flavone at 298 K are determined from

electrochemical impedance spectroscopy @eis according to Equation (6).

Meis %0
O = 6
B =100 (6)
The standard free energy of adsorption, AG°s was calculated according to Equation (7):
AG,, =—RT In(55.5K ) (7

where R is the universal gas constant (J Kt mol?), T(K) is the thermodynamic temperature
and Kags is the adsorption/desorption equilibrium constant and 55.5 molL? is used for
molar concentration of water in solution.

Figure 11 illustrates the graphical representation of the linear equations of the different

isotherms tested and their correlation factors.
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Figure 11.Plots of the adsorption isotherm models of flavone for mild steel surface in 1M
HCI at 298 K obtained from EIS data
The adsorption parameters deduced from the undertaken isotherms are recorded in Table

12.

Examination of Table 12 shows that both the R? coefficient of determination and the p-

value are acceptable and it appears that the Langmuir isotherm is suitable to explain the

mode of adsorption of flavone molecules. Nevertheless, the slope of the corresponding

curve is far from being unitary. Therefore, the Langmuir model cannot be used to explain

the mode of adsorption.
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Table 12. Adsorption parameters deducted from various adsorption isotherms for mild
steel corrosion in 1M HCI in the presence of flavone at 298 K.

Isotherm Kags/ L mol?  AG°aqs/ kJ mol™? R? p-value Isotherm property
Langmuir 2.14 10° -23.20 0.9922 0.0038 Slope 2.57
Temkin 1.44 10° -39.40 0.8533 0.0762 a -11.20
El-Awady 2.84 10° -38.10 0.8598 0.0727 1ly 4.90
Freundlich 6.13 10 -8.74 0.8656 0.0696 q 0.13

Moreover, the statistical parameters resulting from the application of the Temkin, El
Awady and Freundlich models (R?, p-value) are respectively of the order of 0.85 and > to
0.05. Thus, any interpretation of thermodynamic quantities such as these isotherms is
automatically meaningless. As a result, the different isotherms considered in the present
study are unable to describe the mechanism of adsorption of flavone molecules on the mild
steel surface.
111.8. Overview on antioxidant and anticorrosion activities of Zea mays

The valorization of various extracts of Z.mays hairs in both antioxidant and anticorrosive
activities has been undertaken by several researchers [64-70]. However, neither
fractionation of phenolic compounds issued from Z.mays plant nor study of the behavior of
the major component, as corrosion inhibitor, were reported in the literature. Table 13
collects the inhibiting efficiencies of extracts, derived from weight loss corrosion tests, at
the optimum concentration, on different materials matrix, in acidic media as well as the

ICs0 values derived from DPPH® method.
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Table 13 Different properties of Z. mays hair extract in terms of anticorrosion and

Extract Metal Studied Method  Factor Corrosive  Optimum Inhibition Extractio  Part of ICso Ref.
Matrix medium concentratio  efficiency nmethod plant
n
Electrolyte of Maize CAEL - pH, Mass loss - - - - - - [64]
and
NULUX
Hexane - - Temperature, - - - Ultrasoun - 12.86 % [65]
Ethyl acetate Solvent to d 83.89%
fraction material ratio,
Solvent,
Extraction
time
Methanolic Mild steel Weight loss Temperature ~ 0.5M HCI  0.5(w/v) 95.07%  Soxhlet Aerial - [66]
Aqueous 79.43 % Decoction
Water extract Mild steel Weight loss Temperature ~ 0.1M HCI  20%(Vv/v) 77.7 % Decoction  Aerial - [67]
(AAS) Analysis  Immersion
time
Polysacharides Mild steel Weight loss Temperature 1M HCI 2g/L 48.8% Synthesis - - [68]
derivatives (ETAPS- pp 64.7%
EMPZPS-CPPD)
EIS 59.1 %
Water extract Steel Weight loss NaCl - - - Leaves - [69]
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The study brought by [64], treats the corrosion rate of the two plates named CAEL, and
NULUX in an electrolyte prepared from Maize with pH variation. The results show that
the average corrosion rate was higher in CAEL than in NULUX during the exposure period
and that the corrosion rate is influenced by the pH variation. However, in the present study,
the effect of mild steel corrosion is undertaken in 1M HCI immersed for 30 min in a
solution of hydro-ethanolic, n-butanolic and flavone extracts.

The study provided by [65] aims to optimize the phenolic extraction of corn silk and to
identify the phenolic compounds issued from fractionation by experimental design. The
results show that the optimal conditions were 30 min extraction time, an extraction
temperature of 50 °C, a solid-solvent ratio of 1:10 and 40 % ethanol). In this study the
ethyl acetate fraction was found to be richer in flavonoids and had the highest free radical
scavenging activity and the highest amount of phenolic compounds. However, in this
study, we are interested by the determination of the antioxidant activity of different
fractions and to define the family of molecules responsible for the inhibiting action on mild
steel.

The study developed by [66], shows that the methanolic and aqueous extracts have a
maximum efficiency of 95.07 % and 79.43 % at a concentration of 0.5 (w/v) at 313 K.
Adsorption on the metallic surface is done by the physisorption mechanism. While, our
study shows that the maximum efficiency of the n-butanolic fraction was reached at a
temperature of 298K and that the inhibitory efficiency decreases with increasing
temperature as well as the adsorption of the active molecules follows the chemisorption
mechanism.

Orubite et al. [67], have studied the inhibiting efficiency of the water extract of Z.mays,
extracted by the decoction method on the corrosion of mild steel in a 0.5 M HCI solution.
The results show that the maximum of inhibition reached only 77.7 % and was achieved at
a concentration of 20 % (v/v) at 303 K by the weight loss method. The thermodynamic
parameters show that the adsorption of molecules on the metal surface followed the
Langmuir isotherm. Indeed, no study has been carried out on the extraction yields and
biological activity of the aqueous extract as well as the anticorrosion activity of the
molecules responsible for corrosion. On the other hand, this study treats the anticorrosion
activity of the hydro-ethanolic extract, the n-butanolic fraction and a synthesized molecule
(flavone) in order to determine the molecules responsible for the corrosion inhibition of

mild steel in a 1M HCI solution. Therefore, the present study presents a comparative study
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between the two extraction methods, a fractionation of the polyphenols and then an
analysis of the antioxidant activity of the different fractions.

Zhang et al.[68], studied polysacharide derivatives synthesized as corrosion inhibitors for
mild steel in 1M HCI. The results suggest that the inhibitors were mixed inhibitors with
predominantly anodic inhibition and that the adsorption process followed the Langmuir
isotherm adsorption model. However, in this work, we studied the inhibitory effect of a
synthesized molecule (flavone) to determine the family of molecules responsible for the
inhibitory action of the hydro-ethanolic extract of Z.mays. Bani Hani [69], has studied the
recovery of agricultural waste in several areas e.g. cement brick manufacture, energy
production, use in water and wastewater treatment as adsorbent, fertilizers, animal feed
stocks, and extraction of industrial chemicals for huge and important applications such as
corrosion inhibitors. This study aims to value Z.mays hair as a mild steel corrosion
inhibitor and as an antioxidant. Rehan [70], was interested by the inhibitory effect of the
aqueous extract of several plants on the corrosion of four metals in sodium chloride and
hydroxide. The results show that the aqueous extract of Z.mays has minimal efficiency
when compared to other plants. Whereas, in this study, we presented an in-depth study on
corrosion inhibition by the hydro-ethanolic extract.

In summary, this study aimed to make a comparative study between two extraction
methods (Soxhlet and ultrasounds) of Z.mays hair by three solvents and then to target the
solvent that extracts polyphenols well to make the fractionation of polyphenols
(flavonoids). Then we performed a quantitative analysis and antioxidant activity for
different fractions to determine which one is rich by active molecules. Then, the study of
the corrosion inhibiting effect was carried out on the hydro-ethanolic, n-butanolic and
flavone extracts for mild steel in 1 M HCI medium by electrochemical methods (PP,EIS).
We studied the inhibitory effect of n-butanolic to determine the family of molecules
responsible for the inhibitory action of the hydro-ethanolic extract of Z.mays, while the
study of the effect of flavone aims to determine the adsorption mechanism on the mild
steel surface. The thermodynamic study showed that the adsorption occurs according to the
chemisorption mechanism and that the adsorption mechanism does not follow any
isotherm model. Finally, this study aimed to correlate the antioxidant activity with the

anticorrosion activity while the other studies did not address this issue.
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IV. Conclusion
In this study, we proved that ultrasound extraction allows a better extraction of phenolic
compounds when compared to soxhlet extraction. Furthermore, the solvent ethanol:water
(70:30) remains the best solvent to extract phenolic compounds compared to the other
tested solvents. The process of fractionation of flavonoids from the hydro-ethanolic extract
(ultrasound) shows that the n-butanolic fraction is rich of polyphenols, especially flavone
according to HPLC, and that only ensures a better antioxidant activity compared to the
other fractions. Electrochemical studies of the hydro-ethanolic extract (ultrasound) show
that the inhibiting efficiency increases with rise of concentration, and that this inhibiting
action is due to flavonoids, especially flavone. Also the results showed that there is a
correlation between antioxidant and anticorrosive activities of n-butanolic fraction. Neither
Langmuir's ideal hypothetical model nor the chosen non-ideal models (Temkin, EI Awady,
Freundlich) are able to explain the mode of adsorption of flavone molecules on the matrix
surface of mild steel.
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Contenu du chapitre

Le présent chapitre présente les résultats obtenus au cours de ’optimisation par plan
d’expérience d’une méthode d’extraction assistée par ultrasons dite « verte ». Le but de
cette étude est d'aboutir au meilleur rendement en extraits hydro-éthanoliques ainsi qu’en
teneur en phénols totaux de la partie aérienne de /’4.visnaga et des stigmates de Z. mays.
Les effets de I’influence de la concentration du solvant, du temps d'extraction et du rapport
solvant / matiére ont été étudiés. L’extraction ultrasonique a été réalisée a 50 KHz et a
température ambiante. Les extraits ainsi obtenus ont été caractérisés quantitativement en
termes de teneur en polyphénols totaux. La méthodologie de surface de réponse (MSR) a
été réalisée pour optimiser le processus d'extraction et augmenter [l'efficacité de
I'extraction. L'efficacité du processus d'extraction a été déterminée a partir d'une analyse de
variance (ANOVA). Les résultats de I’optimisation de I’extraction de /’4.visnaga ont
montré que l'état optimal en phénols totaux (178.58 mg EAG/g d’extrait) de I’extrait
hydro-éthanolique a été obtenu avec une concentration d'éthanol de 76 % pour une duree
d'extraction de 36 min, et un rapport solvant/matiére de 13 mL/g. Alors que le rendement
d’extraction optimale (18.77 %) a été obtenu a une concentration en éthanol de 79 %, un
temps d'extraction de 38 min, un rapport solvant/matiere de 11 mL/g.

Les conditions optimales pour obtenir un meilleur rendement (20.95%) et une teneur en
phénols totaux de 199.65 mg EAG/d’extrait pour 1’extrait hydro-éthanolique a été obtenu
avec la concentration en éthanol de 78%, 38 min pour la durée d’extraction et 12 mL/g
pour le rapport solvant/matiere.

Les résultats d’optimisation de I’extraction des stigmates Z. mays ont montré que I'état
optimal en phénols totaux (257.88 mg EAG/g d'extrait) de 1’extrait hydro-éthanolique a été
obtenu pour une durée d’extraction de 40 min, une concentration en éthanol de 68% et un
rapport solvant / matiére de 11 mL/g. Pour obtenir un rendement maximal en extrait hydro-
éthanolique (20.50%), les conditions ont été 59%, 47min et 15 mL/g pour la concentration
en éthanol, le temps d’extraction et le rapport solvant/matiére, respectivement. L'efficacité
maximale de I'extraction hydro-éthanolique, (31.37 %) et la teneur en polyphénols (253.87
mg EAG/g d'extrait) ont été obtenues en utilisant pour une durée d’extraction de 40 min,
un rapport éthanol: eau (70:30) et un rapport solvant / matiere de 11 mL/g.

Les résultats de Ioptimisation de I’extraction hydro-éthanolique aux ultrasons a partir de
[’4. visnaga et des stigmates de Z. mays ont montré que les valeurs expérimentales
obtenues sont en bon accord avec les valeurs prévues, confirmant ainsi l'adéquation du

modeéle utilisé et le succés de la MSR pour l'optimisation des conditions d'extraction.
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Abstract
In this study, response surface methodology (RSM) was used to optimize ultrasound-
assisted extraction (UAE) conditions for obtaining the maximum yield and content of
phenolic compounds of Ammi visnaga extracts (EAV).Three independent variables
including ethanol concentration (%), extraction time (time) and solvent-to-material ration
(mL/g) were studied. The results showed that the optimal UAE condition was obtained
with an ethanol concentration of 76 %, an extraction time of 36 min and a solvent-to-
material ratio of 13 mL/g for total phenols. Ethanol concentration, extraction time and
solvent-to-material ratio were respectively 79 %, 38 min and 11 mL/g for the maximum
yield. The experimental values under optimal conditions were in good consistent with the
predicted values, confirming suitability of the model employed and the success of RSM for
optimization of the extraction conditions.
Keywords: Ammi visnaga, Optimization Ultrasound-assisted extraction, Phenolic
compounds, Extraction yield, Response surface methodology.

I. Introduction
Ammi visnaga (A. visnaga) has many English names, including Khella, visnaga, Bisnaga
and Toothpick weed. It is a member of the Apiaceae (Umbelliferag) family; widely and
wildly distributed in Asia, Europe and North Africa.l?; especially in Egypt, Morocco and
Islamic republic of Iran.®!:It has antispasmodic activity and is recommended for stomach

cramps, kidney stones, kidney colic and pain in the urinary tract.”: It is also used as a
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remedy against asthma, angina, cardiovascular diseases, diabetes and vitiligo.[; The
khiline, visnagine and visnadine are the principal actives of the fruits of A.visnaga, they are
used in the pharmaceutical industry.l®::The level of compounds in the dry fruits varies
widely depending on genetic factors and environmental conditions.[’]

Different methods, including refluxing, boiling, heating and Soxhlet extraction, have been
used for the extraction of phenolic compounds; however, the disadvantages are the loss of
phenols due to oxidation, hydrolysis and ionization during extraction as well as the long
extraction time.® Recently, various new extraction techniques have been developed for the
extraction of the phenolic compounds from plants, including microwave-assisted extraction
(MAE),®l ultrasound-assisted extraction (UAE),% accelerated solvent extraction
(ASE)' and supercritical fluid extraction (SFE).*2; Among these, UAE is an
inexpensive, simple and efficient alternative to conventional extraction technique.

The enhancement of extraction using ultrasound is mainly attributed to acoustic cavitations
produced in the solvent.*3; Many factors such as solvent concentration, extraction
temperature, solvent-to-solid ratio, solvent pH and pressure may significantly influence the
extraction efficiency, antioxidant activity and phenolic content.[*>61: Hence, it is necessary
to optimize the extraction conditions to obtain highest yield and phenolic content.

In order to optimize the extraction conditions, including concentration of solvent,
extraction time and solvent-to-material ratio, response surface methodology (RSM) has
been widely used. RSM has been applied to optimize UAE of phenolic compounds in
many studies,**71 to the best of our knowledge, there are no reports yet about the
application of RSM on UAE optimization for the extraction of phenolic compounds from
A.visnaga.

RSM can be used to evaluate the effects of multiple factors and their interactions with one
or more response variables.[*® 1°l: Different RSM methods such as Box-Behnken design
(BBD), central composite design (CCD) and three-level full factorial design (TFFD) have
been widely used.?°:: The advantage of RSM is the reduced number of experimental trials
needed to evaluate multiple parameters and their interactions.

In this work, the main objective was to investigate the extraction variables (extraction time,
Ethanol concentration and solvent-to-material ratio) and optimize these variables values by

RSM for maximization of extraction yield and content of total phenolic.

203




Chapitre V : Optimisation de I’extraction assistée par ultrasons des polyphénols de I’Ammi visnaga et des stigmates de
Zea mays par plan d’expérience

Il. Materials and methods

I1.1. Vegetal material
A. visnaga was collected from the Taounate region of Morocco in July 2017.The botanical
identification of the species was carried with laboratory of Biotechnology and Preservation
of Natural Resources (BPNR), Sidi Mohamed Ben Abdellah University, Fez, Morocco.

I1.2. Ultrasounds assisted extraction
The plant drug has been crushed and mixed with a predetermined volume of ethanol (%)
and then they are placed in a 250 mL Erlenmeyer flask. The extractions were performed at
different solvent percentages, amount of material and for different time periods in an
ultrasonic bath (45Hz; 100W). After extraction the mixture was filtered through Whatman
paper and the solvent was removed using vacuum steam rota.

11.3. Experiment design
Response surface methodology (RSM) was used for investigating the influence of three
independent variables on total phenols and yield of EAV. The main factors affecting
extraction efficiency including the ethanol concentration (%, X1), extraction time (min, X2)
and solvent-to-material ratio (mL/g, X3). The temperature was not considered in this
present work because the sample was kept at room temperature to avoid the degradation of
temperature-sensitive compounds.
In the study, the experiments were performed on the Box-Behnken Design (BBD).Three
variables were used to optimize the best combination of extraction variables for A.visnaga
yield and total phenol content.
The complete design was carried out in random order and consisted of 17experiment
including five replicates at central point (Table 1). The data from BBD were analyzed by

multiple regressions to fit the following quadratic polynomial model Equation 1:

Y = BO + ZbiXi + zbii Xiz + Zbl] XIX] (1)

where Y is the predicted response,f3, is a constantb;, b;; and b;;are the linear, quadratic
and interactive coefficients of the model, respectively. Accordingly,X; and X; represent the

levels of the independent variables, respectively. The quality of the fitted model was

expressed by the coefficient of determination (R?).
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I1.4. Determination of the total phenolic content

The total phenols of the extract A. visnaga were estimated using the Folin-Ciocalteu
method.?!IThis method allows knowing the total polyphenolic content of a given sample.
The plant extract (100 pL), suitably diluted, is introduced into a test tube initially
containing 6 mL of distilled water, then 500 uL of the Folin reagent is added and the
mixture is stirred. After 5 min, a solution of 20 % Na>COs (1.5 mL) is added while stirring.
The solution is adjusted to 10 mL with distilled water. After 2 h of incubation, at room
temperature, the absorbance is measured with a white made from distilled water using a
spectrophotometer UV-Visible kind Selecta at 760 nm. A calibration curve with different
concentrations of gallic acid was plotted. The total phenol content in the extract was
expressed in milligram equivalent of gallic acid per gram of extract (mg EGA/g extract),
all samples were analyzed in triplicate.

Table 1: BBD experimental design with the independent variables

Run Ethanol Extraction  Solvent-to- Yield TPC
time material
% min mL/g % mg(EGA/g
extract)
1 40 20 20 12.40 119.34
2 80 20 20 15.20 155.80
3 40 40 20 13.50 138.56
4 80 40 20 17.50 168.50
5 40 30 10 19.00 180.80
6 80 30 10 21.00 195.30
7 40 30 30 8.00 94.16
8 80 30 30 10.80 100.43
9 60 20 10 17.00 168.50
10 60 40 10 18.00 176.50
11 60 20 30 7.23 76.10
12 60 40 30 9.00 98.23
13 60 30 20 14.50 140.19
14 60 30 20 14.23 140.00
15 60 30 20 14.20 140.00
16 60 30 20 14.00 140.00
17 60 30 20 14.00 140.00

I1.5. Statistical analysis
The experimental results of the response surface design were analyzed using Nemrowd
software. p-value <0.05 were considered to be statistically significant. All experiments

were conducted in triplicate unless otherwise noted in the text.
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I1l. Resultants and discussion
I11.1. Fitting the model

In order to obtain a more realistic mode, it was necessary to investigate the process
variables. Preliminary trials enabled the range of ethanol concentrations (40-80 %),
extraction time (20—40 min) and solvent-to-material ratio (10—30 mL/g) to be fixed.

As Table 2 shows, the analysis of variance (ANOVA) of extraction yield and total phenolic
indicated that experimental data had a determination coefficient (R?) of 0.994 and 0.985
respectively, which indicates that only 0.6 % of the total variations were not explained by
model for extraction yield and 1.5 % for total phenolic indicating the good representation
of the variability of the parameters by the models. R%g;j (adjusted determination coefficient)

is the correlation measure for testing the goodness-of-fit of the regression equation. 222!

Table 2: Analysis of variance for the fitted quadratic polynomial model of extraction yield
and total phenolic of A.visnaga respectively

Source Sum of squares  Degree of Mean square P-value
freedom

Regression 231.3150 9 25.70 <0.001

Residual 1.4576 7 0.2082

Validity 1.2877 3 0.4292 2.45

Pure error 0.1699 4 0.0425

Total 232.77 16

R?=0.994; R%adj = 0.986; R?pred = 0.910

Source Sum of squares  Degree of Mean square P-value
freedom

Regression 1.757E+0004 9 1.95E+0003 <0.001xxx

Residual 2.75E+0002 7 3.93E+0001

Validity 2.75E+0002 3 9.17E+0001 <0.001x*x*

Pure error 2.88E-0002 4 7.22E-0002

Total 1.78E+0004 16

R?=0.985; R?adj = 0.965; R?pred = 0.920

For a good statistical model, the adjusted determination coefficient (R2adj) should be
close to R2%. As shown in Table 2, R%adj (0.986 for extraction yield and 0.965 for total

phenolic of A.visnaga) were close to R2. Moreover, R? pred (0.910 for extraction yield
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and 0.920 for total phenolic) is in reasonable agreement with R2adj and confirms that the
model is highly significant.

Table 3: Estimated regression model of relationship between response variable (yield and

TPC of A.visnaga) and independent variables (X1, X2, Xa).

Variable P-value
Yield TPC
Bo < 0.001 *** < 0.001 ***
X1 < 0.001 *** < 0.001 ***
X2 0.0451 *** < 0.001 ***
X3 < 0.001 *** < 0.001 ***
X4? 0.0302 *** < 0.001 ***
Xo? 0.207 ** < 0.001 ***
X3? 0.271 ** < 0.001 ***
X1 X2 4,36 * < 0.001 ***
X1 X3 12.4 < 0.001 ***
XoXs3 13.5 < 0.001 ***

It can be seen in Table 3 that extraction yield was affected most significantly by ethanol
(X1) (p < 0.05) and solvent to material (X3) followed by extraction time ( X2) (p < 0.05). It
was evident that all the quadratic parameter ( X1%) was significant at the level of p < 0.05
whereas two quadratic parameter (X2?,X3®) and interaction quadratic parameters were
insignificant (X1X2,X2X3,X1X3) (p > 0.05).

The ANOVA outcome shown in Table 3 revealed that the first order terms of independent
variables (X1,X2 and Xs) quadratic terms (Xi?,Xs?and X»?) and interaction term (X1Xa,
X1X3 and X2X3 significantly affected the content of total phenolic of A.visnaga (p< 0.05).

I11.2. Analysis of response surface
111.2.1. Effect of extraction parameters on yield extraction

The regression equation was graphically represented by 2D+3D response surface. From
two dimensional response surface curves shown in Fig. 1A, 1B, 1C, the effect of the
independent variables and their mutual interaction on the extraction yield of A.visnaga can
be seen. Fig.1A shows the interaction between ethanol concentration (X;) and extraction
time (X2) on the extraction yield. Increase in ethanol concentration from 51 to 71 % with
extraction time from 20 to 32 min enhanced the extraction yield. While with increase of
ethanol concentration over 75 % there was a gradual decline in the response and extraction
time over 32 min did not show any obvious effect on extraction yield. This could be
explained by the increasing extraction time accelerating chemical decomposition of

bioactive compound in extract process, resulting in lower extraction yield.[?*!;
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Fig. 1A show that extractions yield of A.visnaga could reach a peak value (16.96 %) with
71 % ethanol concentration and 32 min extraction time.

Fig. 1B indicates the effect of ethanol concentration (X1) and solvent to material (X3) on the
extraction yield of A.visnaga. It can be seen in Fig. 1B that by varying the ethanol
concentration from 56 to 79 % with decrease solvent to material from 29 to 10 mL/g, the
extraction yield of target compounds increased with increase in ethanol concentration and
decrease of solvent to material. As shown in Fig. 1B that extraction yield of A.visnaga
could reach a peak value (18.77 %) with 79 % ethanol concentration and 11 mL/g of
solvent to material.

Fig.1C presents the interaction of extraction time and the solvent-to-material ratio. It was
found that maximum yield (18.30 %) was achieved when the extraction time was 38 min

and the solvent-to-material ratio was 11 mL/g.

d A fiald B
' 20.20 I 20.50

|

|
Solvent-to-material TSRS

I
7.20 ,
|
|

Solvent-to-materia

Fig.1 Response surface plot and contour plot of ethanol concentration and extraction time
(A), solvent to material and ethanol concentration (B), extraction time and solvent to

material (C) and their mutual interactions on the yield of A.visnaga.
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111.2.2.  Effect of extraction parameters on total phenol content

Fig. 2A, 2B and 2C present the response surface and contour plots for the influences of
extraction parameters on total phenols content. As shown in Fig. 2A that maximum total
phenols extraction (155.12 mg EGA/g extract) could be achieved when the ethanol
concentration and extraction time 73 % and 31 min respectively. As the extraction of
phenolic compounds depends largely on the polarity of solvents and compounds, a single
solvent might not be effective for the extraction of a bioactive compound.

Hence, a combination of alcohol with water is more effective in extracting phenolic
compounds than alcohol alone.!?!; The total phenols yield increased with an increase in
ethanol concentration from 50 % to 76 %. This is probably due to the increased solubility
of phenolic compounds in the mixture of ethanol and water. The findings obtained from
our study are in good agreement with.[?® 271+ In this study, however, the total phenols yield
decreased when the ethanol concentration was above 75.30 %. The total phenols yield
increased with prolonged extraction time from 20 to 40 min. This observation was
understandable because an extended extraction time favors the extraction of phenolic
compounds.

Fig. 2B presents the interaction of ethanol concentration and solvent-to-material ratio. The
increased extraction yield of total phenols was observed with a decreased solvent-to-
material ratio from 20 to 10. This is probable due to the fact more solvent can enter cells
while more phenolic compounds can permeate into the solvent under the low material par
rapport solvent conditions.!?®l; It can be concluded from Figure 2B that maximum total
phenols extraction (178.58 mg EGA/g extract) could be achieved when the ethanol
concentration and solvent-to-material ratio were 76 % and 13 mL/g. Fig.2C presents the
interaction of extraction time and the solvent-to-material ratio. It was found that maximum
total phenols yield (174.50 mg EGA/g extract) was achieved when the extraction time was

36 min and the solvent-to-material ratio was 11 mL/g.
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C
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Fig.2 Response surface plot showing the combined effect of ethanol concentration and
extraction time (A), solvent-to-material ratio and ethanol concentration (B) solvent-to-
material ratio and extraction time (C) on total phenols content of A.visnaga extracts

111.2.3.  Verification of predictive model
The maximum predicted and experimental values of the extraction yield and total phenolic
of A.visnaga are shown in Table 4. Three optimal conditions were developed for the two
responses, which were ethanol concentration 78 %, 38 min and 12 mL/g via the optimum
conditions, the corresponding predicted responses of TPC and yield were 199.65 mg
GAE/g and 20.95 %, respectively. The experiments were run in accordance with the
recommended optimum conditions for two responses, to test the adequacy of the surface
response model in predicting the optimum response values. The observed values for TPC
and yield were 197.85 + 0.4 mg GAE/g of extract and 20.10 + 0.2 % respectively. The
predicted extraction yield and total phenolic of A.visnaga were close to this experimental

value which indicates that the proposed model is reliable.
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Table 4: Optimum conditions and the predicted and experimental value of response at the

optimum conditions

Ethanol X1 Extraction Solventto  Extraction TPC
time X2 material Yield (mg EGA/g
extract)
Optimum 78% 38min 12 20.95+0.5 199.65+0.03
conditions
Modified 78% 38min 12 20.10+0.3 197.85+0.05
conditions

IV. Conclusion
A UAE method was employed to extract the phenolic compounds of A.visnaga. In this
study, RSM was first utilized to estimate and optimize three variables (ratio of solvent to
raw material, extraction time and ethanol %) for obtaining maximum yield and content
total phenolic with less experimental trials. The optimal extraction conditions for the
maximum yield and content of total phenolic were as follows: 12mL/g ratio of solvent to
raw material, 38min extraction time and 78 % ethanol. Under these conditions, the
predicted yield and content of total phenolic by model was 20.95 % and 199.65 (mg
EGA/g extract) respectively, whereas the actual yield of A.visnaga was 20.10 % and values
of total phenolic was 197.85 (mg EGA/g extract) in adjusted optimal conditions.
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Abstract

The aim of this study was to achieve the best extraction efficiency of the hydro-ethanolic
extract of Zea mays hairs. The impacts of ethanol concentration, extraction time and
solvent / material ratio were studied in relation to the performance of Zea mays extractives
by ultrasonic extraction at 50 kHz and room temperature. All extracts were quantitatively
characterized in terms of polyphenol content. Response surface methodology (RSM) was
carried out to optimize the extraction process and increase extraction efficiency. In the
experiments, different concentrations of ethanol: water was used. The efficiency of the
extraction process was determined from an analysis of variance (ANOVA). The maximum
extraction efficiency of the hydro-ethanolic extraction (31.37 %) and the quantitative
value of the polyphenol content (253.87 mg EAG/g extract) were obtained using a
treatment time of 40 min, an ethanol:water ratio (70:30) and a solvent / material ratio (11
mL/g). The results obtained indicate that ultrasonic assisted extraction is an effective
method for extracting natural compounds from Zea mays, thus allowing the full use of this

abundant and inexpensive industrial waste.

Key words: Optimization, RSM, Zea mays hairs, polyphenols content.
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l. Introduction

Zea mays hairs (Z.mays, Corn silk) are a collection of the stigmas (fine, soft, yellowish
threads) from the female flowers of the maize plant contains proteins, vitamins,
carbohydrates,Ca2*, K*, Mg?* and Na* salts, volatile oils, and steroids, alkaloids, saponins,
tannins, and flavonoids, flavones, flavones glycosides [1,2]. Also, Z.mays hairs, as an
essential part of maize, has high pharmaceutical values, for example, it is a urinary
emulsifier, which passes stones and gravel from the kidneys and bladder; these hairs work
against benign prostatic hyperplasia, cystitis, gout, chronic nephritis, and other similar
diseases [3]. In previous studies, a series of phenolic compounds such as rutin, quercetin,
epicatechin, vanillic acid, gallic acid and flavone have been identified and isolated from Z.
mays hairs [4-6]. Polyphenols (containing at least two phenolic groups
(Hydroxybenzenes)) are present in most plant foods and have been considered as "anti-
nutrients” [7,8]. Pharmacological studies have shown that phenolic compounds have an
important function in human health [9], including anti-cancer actions [10, 11], and
antioxidant activity [12]. Conventional extraction methods such as maceration, decoction,
infusion, reflux, heating and Soxhlet extraction are used to extract biologically active
polyphenols from various plants. However, these conventional extraction methods are
generally many disadvantages like large amount of solvent utilization, long extraction time
and lower extraction yield [13, 14]. In recent years, new extraction techniques such as
ultrasonic assisted extraction (UAE) [15], microwave assisted extraction (MAE) [16],
accelerated solvent extraction (ASE) [17] have been developed to increase the efficiency of
the extraction process in terms of time, solvent consumption and energy consumption [18-
21]. Among these methods, the UAE method is advantageous for polyphenol extraction
because of the simplicity of the process, low working temperatures (35 °C to 45 °C, low
solvent consumption rate, high recovery of polyphenolic compounds, low energy loss [22].
Polyphenols are highly soluble in various solvents. Methanol and acetone have toxic
effects on the human body, in addition, the cost of production is high, so ethanol is still
used as an extraction solvent because of its non-toxicity and low cost availability. The
Response Surface Methodology (RSM), especially the Box-Behnken Design method is a
modeling tool used to optimize extraction conditions by evaluating multiple parameters
and their interaction effects from quantitative data. As a result, RSM can not only
statistically optimize complex extraction procedures, but also reduce the number of

experimental trials [23]. RSM has often been used to optimize the extraction of phenolic
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compounds from different plant sources [24]. In this work, three factors were used to study
the effects of certain parameters on extraction efficiency and the level of polyphenols
contained in Z.mays hairs (waste), namely: ethanol concentration, extraction time and
solid/liquid ratio.
Il. Experimental

I1.1. Vegetal material
Zea mays hairs, Poaceae female used for this investigation was collected in September
2018 at region of Taounate. The botanical identification of the species was carried in
Laboratory of Biotechnology and Preservation of Natural Resources (BPNR), University
Sidi Mohamed Ben Abdellah, Fez, Morocco. The Zea mays hairs were dried at room
temperature.

I1.2. Method of extraction
The extracts of the Z.mays hairs were obtained by ultrasounds (45 Hz, 50 W, 308 K). The
extraction was performed at different ethanol/water percentages, the amount of material
and for different periods. The extracts were filtered, concentrated under reduced pressure.

11.3. Effect of operating parameters on extraction yield
The fixed extraction conditions are as follows: ultrasonic time 45 min, solvent to material
ratio 10:1, ethanol concentration 70 %, ultrasonic temperature 35° C and ultrasonic power
50 W. After that, we keep one variable fixed and change the others. The range of variance
for each variable is ( 35 min, 40 min, 45 min ,50 min,55 min) for the extraction time, (5:1,
10:1, 15:1, 20:1 and 25:1) for the liquid material ratio and (40, 50 ,60,70 ,80 %) for the
ethanol concentration. Their impact on the extraction efficiency of the materials was tested
separately.

I1.4. Experiment design for optimization of extraction method
The RSM is a statistical method that uses quantitative data from an appropriate
experimental design to determine the optimal conditions for extraction, first of all the
factors that influence extraction yields and total phenol content were determined and
variance ranges of each independent variable were obtained. The results showed that three
main factors influence ,the extraction efficiency, including ethanol concentration (%, X1),
solvent/material ratio (mL/g, X2) and extraction time (W, X3), and these factors were used
as independent variables to optimize extraction conditions. We determined the factors and
their ranges of variables based on the experiments on the single factors and found that the
range of variance for each factor was as follows: ethanol concentration (50 % to 70 %) and

solvent/material ratio (10 mL/g to 20 mL/g). Temperature was not taken into account in
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this study since the sample was treated at 35°C to avoid degradation of heat-sensitive
polyphenolic compounds. In this study, the experiments were carried out on the basis of a
Box-Behnken Design (BBD) plan. The coded values of the experimental factors have been
indicated in Table 1. The complete design included 26 combinations, with two repetitions
at the center point (Table 2). The data from BBD were analyzed by multiple regressions to
fit the following quadratic polynomial model Equationl:

Y = BO + Z biXi + Z bii Xiz + Z bl] XIX] (1)

where Y is the predicted response,Rois a constant bi,biiand bjjare the linear, quadratic and
interactive coefficients of the model, respectively. Accordingly, Xi and X; represent the
levels of the independent variables, respectively. The quality of the fitted model was
expressed with the coefficient of determination (R?).

Table 1: Levels of variables for the experimental design

Independent variable Symbol Coded Levels

-1 0 1
Ethanol/Water (%0) X1 50 60 70
Solvent/ material ratio (mL/qg) X2 10 15 20
Time (min) X3 40 45 50

Table 2: Box—Behnken Design (Coded) arrangement for Extraction of Z.mays hairs

N°Exp Ethanol Solvent to Time Yield polyphenols
material extraction content
mL mL/g min % Mg EAG/g
extract
1 50 10 45 26.35 187.24
2 50 10 45 26.34 187.00
3 70 10 45 28.23 250.28
4 70 10 45 28.19 250.25
5 50 20 45 16.47 126.78
6 50 20 45 16.44 126.70
7 70 20 45 9.32 87.45
8 70 20 45 9.33 87.44
9 50 15 40 20.12 166.78
10 50 15 40 20.11 166.77
11 70 15 40 12.34 151.34
12 70 15 40 12.34 151.34
13 50 15 50 18.83 119.54
14 50 15 50 18.82 119.50
15 70 15 50 13.81 139.37
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16 70 15 50 13.81 139.33
17 60 10 40 24.45 240.24
18 60 10 40 24.44 240.20
19 60 20 40 15.24 147.52
20 60 20 40 15.22 147.50
21 60 10 50 25.45 184.54
22 60 10 50 25.44 184.52
23 60 20 50 11.51 119.24
24 60 20 50 11.50 119.23
25 60 15 45 27.34 168.87
26 60 15 45 27.31 168.80

I1.4. Determination of the total phenolic content

The total phenols of the Z.mays hairs extract were estimated using the Folin-Ciocalteu
method [25].
I1.5. Statistical analysis
The experimental results of the response surface design were analyzed by Nemrodw. The
modeling was started with a quadratic model, including linear, squared and interaction
terms. Significant terms in the model for each response were found by analysis of variance
(ANOVA). The experimental data were evaluated with descriptive statistical analyses such
as p-value. The p-values<0.05 were considered to be statistically significant. All
experiments were conducted in triplicate unless otherwise noted in the text. The purpose of
statistical analysis is to determine the different parameters (determination coefficient R?
and the effects of the factors) in order to determine the statistical significance of the factors
studied.
I1l1. Results and discussion
I11.1. Effect of single factor on the extraction yield of Z.mays hairs
I11.1.1. Effect of extraction time

The results in Fig.1, indicate that the highest extraction efficiency increases with time and
reaches its maximum value at 45 min, but after 45 min, the efficiency decreases. However,
when the extraction time is extended, all the cells of the plant will be completely cracked
due to cavitation effects, and therefore the extraction yield increases. Therefore, when
plant cells decompose, various compounds such as insoluble substances are suspended in
the extraction liquid, which reduces the permeability of the solvent [26]. Therefore,
polyphenol yield is reduced due to the reabsorption of target components on ruptured

tissue particles due to their relatively large specific surface area [27].
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Figure 1: Effects of extraction time on yield of extraction
111.1.2. Effect of ethanol concentration
Water as a nontoxic and inexpensive solvent has widely been used for extraction of active
components. It has been observed that sometimes the extraction yield could be improved
by adding small percentages of water to the extraction solvent [28]. According to Fig.2, the
extraction efficiency of polyphenols has gradually increased to a maximum of 70 %. Then
the yield dropped sharply, due to increased volatilization with a high concentration of

ethanol.
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Figure 2: Effect of ethanol concentration on yield of extraction
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111.1.3. Effect of solvent to material ratio
The maximum polyphenols yield was obtained at a ratio of 15:1 between liquid and
material (Fig.3). This was consistent with the principle of mass transfer, according to
which the driving force during mass transfer was the concentration gradient between solid
and liquid, which increases when a higher solvent to sample ratio is used [29,30]. But an

excessive increase in the ratio has also resulted in a decrease in extraction efficiency [31].

307 T T T T T
R’=0.2
P-value=0.81

25

10

1:5 1:10 1:15 1:20 1:25

solvent/solide Ratio mL/mg

Figure 3: Effect of solvent to material ratio on yield extraction of extraction
IV. Statistical analysis and model fitting of yield extraction

The yield of extraction of the experimental design was presented in Tab. 2. The decoded
values of independent variables in the experiment were also presented. Yield extraction of
hydro-ethanolic extract varied from 9.31 to 27.34 % based on different extraction
conditions. Multiple regression analysis of variance (ANOVA) was used to check the
adequacy and fitness of the developed models. The results of ANOVA were given in Tab.
3. The results showed that the response of worth rate (YY) model was highly significant. An
item ethanol concentration (X1), solvent-to-material ratio (X2) and time of extraction (X3)
was significant. The second order items were reached extremely significant level (Table 4).
The R? and R?ag; values were 0.977 and 0.964 respectively. The values are close to 1 which
means that the module is validated. The R%yes Which is a measure of how a particular
model fits each point in the design, was 0.941, showed strong correlation with actual
experimental values.

To calculate the yield of extraction (Y1) encoded by independent variable ethanol
concentration (X1), solvent-to-material ratio (X2) and extraction time (X3) we used the

quadratic multinomial regression equation as follows (2) :

221




Chapitre V : Optimisation de I’extraction assistée par ultrasons des polyphénols de I’Ammi visnaga et des stigmates de
Zea mays par plan d’expérience

Y1 =27.32—-225X1-6.491X2 — 0.318X3 — 2.249X1X2 + 0.690X1X3 (2
— 1.181X2X3 — 5.062X1?% — 2.179X22 — 5.990X3?

Table 3 : Analysis of variance (ANOVA) for the second order model correlating the
content of phenolic compounds with the experimental variables

Source Sum of Degree of Mean square p-value
squares freedom

Regression 1019.57 9 113.28 <0.01 ***

Residual 24.16 16 1.51

Validity 24.16 3 8.05 < 0.01 ***

Pure error 0.0225 13 0.00173

Total 1043.74 25

R?=0.977; R?a¢j=0.964; R%preq=0.941
Table 4: Effect Estimation, Statistical Significance and Regression Coefficient Estimates
for Phenolic Compounds Extraction from Z.mays hairs

Source Coefficient ~ Degree of  p-value
freedom
b0 14.186 < (0.01 ***
X1 1.450 1 < (0.01 ***
X2 0.771 1 0.0451 ***
X3 -4.996 1 < (0.01 ***
X1-1 1.178 1 0.0302 ***
X2-2 -0.714 1 0.207 **
X3-3 -0.664 1 0.271 **
X1-2 0.300 1 4.36*
X1-3 0.200 1 12.4
X2-3 0.192 1 13.5

The ANOVA results and regression coefficients were presented in Table 3 and 4,
indicating that the contribution of the quadratic model was significant (p < 0.05).

V. Statistical analysis and model fitting of polyphenols content
The polyphenols content of hydro-ethanolic extract varied from 87.45 to 266.23 mg EAG/g
extract based on different extraction conditions (Table 2). Multiple regression analyses of
variance (ANOVA) were used to check the adequacy and fitness of the developed models
and the results of ANOVA were given in Tab 5. The results showed that the response of
worth rate (Y) model was highly significant. The R? value was 0.964 (Table 5), indicating
that 96.4 % of the total variation in the polyphenols content was attributed to the

experimental variables studied, namely ethanol concentration, extraction time and solvent
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to material ratio. The independent variables, ethanol concentration (X1), solvent/material

ratio (X2) and extraction time (X3) are significant (p<0.05). As well as the quadratic

variables (X1-1, X2-2,X3-3) and interaction variable (X1X2,X1X3 ,X2X3) are extremely

significant (p<0.05) (Table 6).

To calculate the polyphenols content in extract (Y2) encoded by independent variables

ethanol concentration (X1), solvent-to-material ratio (X2) and time extraction (X3), we

used the quadratic multinomial regression equation as follows (3):

Y2 =168.83 + 5.53X1 — 49.531X2 — 17.60X3 — 29.61X1X2 + 8.81X1X3 3)

+ 6.65X2X3 — 15.28X1? + 13.34X22 + 9.30

Table 5 : Analysis of variance (ANOVA) for the second order model correlating the

content of phenolic compounds with the experimental variables

Source Sum of Degree of Mean square  p-value
squares freedom

Regression  56823.57 9 6313.73 <0.01 ***

Residual 2115.23 16 132.20

Validity 2115.53 3 705.06

Pure error 0.00378 13 0.029

Total 5893.74 25

R?=0.964; R?a¢j=0.944; R%xreq=0.908
Table 6: Effect Estimation, Statistical Significance and Regression Coefficient Estimates

for Phenolic Compounds Extraction from Z. mays hairs

Nom Coefficient Sum of Signif. %
squares
b0 27.325  0.009302605 < 0.01 ***
bl -2.257  0.003288967 < 0.01 ***
b2 -6.491  0.003288967 < 0.01 ***
b3 -0.318  0.003288967 < 0.01 ***
b1-1 -5.062  0.006153094 < 0.01 ***
bh2-2 -2.179  0.006153094 < 0.01 ***
b3-3 -5.990  0.006153094 < 0.01 ***
b1-2 -2.249  0.004651302 < 0.01 ***
b1-3 0.690  0.004651302 < 0.01 ***
b2-3 -1.181  0.004651302 < 0.01 ***

IV.1. Effect of extraction parameters on polyphenols content
The response surface and contour plots, of the effects of extraction parameters on the
polyphenols content were presented in Fig. 4 and Fig. 5. As shown in Fig. 4A, the

efficiency of ethanol concentration on the polyphenols content was evaluated and the
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results showed that the polyphenols content increased with the increase of ethanol
concentration (70 %). It can be concluded that maximum polyphenols content (257.88 mg
EAG/g extract) could be achieved when the ethanol concentration and solvent to material
ratio were 68 and 10 mL/g, respectively, at the fixed extraction time in 40 min. The
polyphenols yield increased with an increase of ethanol concentration from 68 % to 70 %,
while decreased when the ethanol concentration was above 70 %. Polyphenol yield was
largely dependent on the polarity content of solvents and compounds, a single solvent may
not be effective for the extraction of a bioactive compound. Therefore, a combination of
ethanol and water was more effective in extracting phenolic compounds than ethanol alone
[32]. 70 % of the ethanol showed the highest polyphenol yield, due to lower viscosity and a
modification of the plant structure by swelling the matrix, which allowed the solvent to
penetrate more completely into the plant material, these results are in agreement with
[33,34]. Therefore, water acts as a swelling agent for plants, while ethanol would disturb
the binding between solutes and plant matrices. Therefore, the mixture of water and
ethanol showed the best performance for the extraction of phenolic compounds among all
the extracts used; these results are in agreement with [35]. As for the effect of solvent to
material ratio of the polyphenols yield, the yield increased with increased the solvent to
material ratio from 10 to 15 mL/g, and decreased after 15 mL/g. The interaction effect of
extraction time and ethanol concentration on the polyphenols content was presented in Fig.
4B. It was found that maximum polyphenols content is achieved when the ethanol
concentration was 70 % and the extraction time was 50 min fixed solvent to material ratio
at 10 mL/g. The interaction effect of extraction time and solvent to material ratio of the
polyphenols content, at fixed ethanol concentration 70 % was also presented in Fig. 4C. It
was found that maximum polyphenols content is achieved when the extraction time was
41min and the solvent-to-material ratio was 10 mL/g. It concluded that the ethanol
concentration, the solvent to material ration and extraction time have a significant

interaction effect.
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Figure 4: Response surface for the effect of
independent variables on polyphenols content in
hydro-ethanolic extract. (A) Response surface
graph showing interaction between solvent to
material ratio (X2) and ethanol concentration
(X1); (B)
interaction between extraction time (X3) and
ratio (X2); (C)

interaction between

response surface graph showing
solvent-to-material response
surface graph showing

extraction time (X3) and ethanol concentration

Figure 5: Contour plots for the effect of

independent variables on polyphenols

(A)

interaction

content in hydro-ethanolic extract.
Contour plot graph showing
between solvent to material ratio (X2) and
ethanol concentration (X1); (B) Contour plot
graph showing interaction extraction time
(X3) and solvent-to-material ratio (X2); (C)
Contour plot graph showing interaction

between extraction time (X3) and ethanol

(X1). concentration (X1).

IV.2. Effect of extraction parameters on yield extraction

In Figures 6A and 7A, when the 3D response surface plot and the contour plot were
developed for the extraction yield of hydro-ethanolic extract, with varying extraction time
and ethanol concentration at fixed solvent to material 15 mL/g. At a definite ethanol
concentration, the yield of extraction decreased slightly with the increase of ethanol
concentration and extraction time. The highest extraction yield occurred in ethanol
concentration of 57 % and extraction time of 45 min [36, 37]. In Figures 6B and 7B, when
the 3-D response surface plot and the contour plot were developed for the recovery of
hydro-ethanolic extract with varying ethanol concentration and solvent to material ratio at
fixed extraction time at 45 min, it can be seen that maximum recovery in yield of
extraction can be achieved when ethanol concentration and solvent to material ratio were
59 % and 15 mL/g, respectively. Figure 6C and 7C shows the effect of the solvent to
material ratio and extraction time on the extraction yield of hydro-ethanolic extract at a
fixed ethanol concentration of 60 %. The yield of hydro-ethanolic extract was decreasing
evidently as the increasing of solvent to material ratio and nearly reached a peak at the
highest extraction time tested. It can be seen that maximum recovery of hydro-ethanolic
extract can be achieved when plant material to solvent ratio and extraction time were

around 10 mL/g and 47 min.
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Figure 6: Response surface for the effect of
independent variables on extraction yield. (A)
Response surface graph showing interaction
between extraction time (X3) and ethanol
concentration (X1); (B) response surface
graph showing interaction between solvent-
(X2)
concentration (X1); (C) response surface

to-material  ratio and  ethanol

graph showing interaction between extraction

time (X3) and solvent to-material ratio (X2).

Figure 7: Contour plots for the effect of
independent variables on extraction yield. (A)
Contour plot graph showing interaction
between extraction time (X3) and ethanol
concentration (X1); (B) Contour plot graph
showing interaction between solvent-to-
material ratio (X2) and ethanol concentration
(X1); (C) Contour

interaction between extraction time (X3) and

plot graph showing

solvent to-material ratio (X2).

IV.3. Verification of predictive models

Applying the methodology of RSM, the optimum level of various parameters was obtained

and it indicated that extraction time 40 min, ethanol concentration of 70 % and solvent-to-

material ratio of 11 mL/g given a maximum of polyphenols content of 257.86 mg/g and

yield extraction 31.37 %. These optimal conditions could be considered as optimum as

well as feasible conditions. To compare the predicted result with the practical value, the

rechecking experiment was performed using some extraction condition. The value obtained

from real experiments, demonstrated the validity of the RSM model, since there was no

significant (p> 0.05) differences (Table 7). The strong correlation between the real and the

predicted results confirmed that the response model was adequate to reflect the expected

extraction conditions.

Table 7: Predicted and experimental values of the responses at some extraction conditions

Ethanol  Extraction  Solid-liqguid Extraction TPC
X1 time X3 ratio X2 Yield % (mg EGA/g
extract)
Optimum 70 % 40 min 11 31.37 257.86
conditions
Predicted 70 % 40 min 11 30.25 255.34
conditions

V. Conclusion

In this study, the optimization of ultrasound-assisted extraction of hydro-ethanolic extract

of Z.mays hairs and calculation of their polyphenols content were conducted. Through

response surface methodology (RSM) of yield, the optimal conditions were determined as
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follows: extraction time 40 min, solid-liquid ratio 11 mL/g and ethanol concentration 70
%. Under the optimum conditions, the extraction yield of hydro-ethanolic extract and
polyphenols content were 31.37 %, 257.86 mg EAG/g extract, respectively, which allowed
higher extraction yields with lower temperature and extraction time when compared with
conventional solvent extraction methods. With stable results, this method offered a
theoretical basis for industrial and experimental extraction of hydro-ethanolic extract from
Z.mays hairs.
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Chapitre VI : Mise au point d’un effet synergétique des extraits hydro-éthanoliques de I’Ammi visnaga et des
stigmates Zea mays pour P’inhibition de la corrosion de I’acier doux dans HC1 1 M

Contenu du chapitre

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés a 1’étude de I’effet synergique des deux
extraits hydro-éthanoliques de I’A. visnaga HE(AV) et des stigmates de Z.mays HE (ZM)
sur la corrosion de l'acier doux dans une solution HCI 1M et ceci par les techniques
électrochimiques (méthodes de polarisation potentiodynamique (Tafel et SterngGeary) et
par la spectroscopie d'impédance électrochimique (SIE)). Nous avons étudié aussi les
paramétres thermodynamiques qui permettent de déterminer le type d'adsorption sur la
surface du métal. La morphologie de surface du matériau étudié avec et sans inhibiteur de
corrosion a été examinée par microscope électronique a balayage (MEB).Les résultats
obtenus montrent que le mélange HE(AV)/HE (ZM) a agi comme un inhibiteur de
corrosion efficace pour le matériau étudié. Son efficacité d'inhibition a augmenté avec
I’augmentation de la concentration et atteint 96.55% a 0.01gL™*HE (AV)/0.2gL*HE (ZM).
Les courbes de polarisation ont révélé que I’inhibition par cette formulation est type mixte
avec une action anodique prédominante. Les études SIE ont été ajustées par le modele de
circuit équivalent (Rs+CPEa/(Rf+CPE¢#/Rct) a 298 K. Les études thermodynamique ont
montré que l'efficacité d'inhibition diminue avec la température ce qui prouve que
I'adsorption a la surface de l'acier doux est de type physisorption. L'influence du temps
d’immersion de ce mélange sur l'efficacité a été¢ étudiée. Les résultats montrent que
I’efficacité inhibitrice diminue avec le temps d’immersion. Les analyses par microscopie
électronique a balayage (MEB/EDX) ont confirmé la formation d'un film protecteur

adsorbé sur la surface de l'acier doux
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Abstract

The synergetic effects between hydro-ethanolic extracts of A.visnaga HE (AV) and Z.mays
hairs HE (ZM) on corrosion of mild steel in 1 M HCI solution was investigated at 298 K by
two techniques: potentiodynamic polarization (PP) methods (Tafel and SterngGeary) along
with electrochemical impedance spectroscopy (EIS). The mixture of HE(AV)/HE (ZM)
acted as an efficient corrosion inhibitor and its inhibition efficiency increased with
concentration to up 96.55 % at 0.01 gLHE (AV)/0.2 gL*HE (ZM). The polarization
curves revealed that the mixture acted as a mixed type inhibitor, with anodic predominant
action. The EIS studies were fitted by (Rs+CPEa/(R«t+CPE+/Rs) equivalent circuit model.
The kinetic parameters were in favor of a physisorption character of HE (AV)/HE (ZM)
components adsorption onto the mild steel surface. The influence of exposure time on the
efficiency of mixture extract was investigated. Scanning Electron Microscopy (SEM/EDX)

analyses confirmed the formation of a protective adsorbed film upon the mild steel surface.

Key words: phenolic extract, A.visnaga, Z.mays hairs, corrosion, mild steel, PP, EIS,
synergistic, SEM/EDX.
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l. Introduction

Corrosion of metals causes huge economic losses of billions dollars every year in several
industries around the word [1]. One of the most practical and economical methods to
protect industrial equipment from corrosion is the application of corrosion inhibitors [2].
Unfortunately, most of these corrosion inhibitors can present a high risk to the environment
and humans [3-6]. However, plant extracts have become a more important corrosion
inhibitor due to their low toxicity, high availability and simple preparation [5]. According
to the literature [7], most recent contributions are those using plant extracts to inhibit
corrosion of steel in acid solutions for example, Ammi visnaga extract [8-10], corn silk

[11], mixture of Hevea Brasiliensis (rubber) and leaf of Zea Mays (corn cob) [12]. It is
clear from these studies that the inhibitory properties of plant extracts are generally
attributed to their variety and complex organic substances [13]. Recently, we presented
electrochemical experimental evidence demonstrating that the hydro-ethanolic extract of
Ammi visnaga [10] and the hydro-ethanolic extract of Zea mays hairs acted as a good
corrosion inhibitor on mild steel in 1M HCI solution [14]. PP studies have shown that HE
(AV) functions as a mixed type inhibitor and HE (ZM) acted as a mixed type inhibitor with
anodic predominant in the hydrochloric acid system. Integrated EIS measurements with
Nyquist diagrams revealed that HE (AV) and HE (ZM) have increasing corrosion
inhibition efficiency with rise of concentration. In recent years, it is needed to improve the
inhibitory effect of green inhibitors and therefore reduce the cost of economic loss;
eventual synergism can be considered as an effective way to improve the inhibiting
efficiency of extracts.

In this work, we provide an extension of an earlier study on the synergistic inhibition
effect between HE (AV) and HE (ZM) on corrosion of mild steel in 1 M HCI solution by
electrochemical techniques. The thermodynamic parameter allows determining the type of
adsorption on metal surface. Scanning electron microscope (SEM) was used to exemplify
the surface morphology of mild steel with and without inhibition intervention, in order to
obtain more information on the corrosion inhibition effect of HE (AV)/HE (ZM) on mild
steel in 1 M HCI solution.

236




Chapitre VI : Mise au point d’un effet synergétique des extraits hydro-éthanoliques d’Ammi visnaga et des stigmates
Zea mays pour ’inhibition de la corrosion de ’acier doux dans HC1 1 M

Il. Materials and methods

I1.1. Vegetal material
Ammi visnaga (A.visnaga) and Zea mays (Z.mays) hairs were collected at the fruiting time
in July 2019 in the Province of Taounate. The areal part was dried in the shade in a dry
place and then crushed for later use. Samples were deposited at the herbarium of the
Laboratory of Biotechnology and Preservation of Natural Resources of the Faculty of
Sciences Dhar El Mahraz, University Sidi Mohamed Ben Abdellah, Fez, Morocco.

I11.2. Material
The mild steel samples (containing 0.11wt.% C, 0.24 wt.% Si, 0.47 wt.% Mn, 0.12 wt.%
Cr, 0.02 wt.% Mo, 0.10 wt.% Ni, 0.03 wt.% Al, 0.14 wt.% Cu, 0.06 wt.% W, Co < 0.0012
wt.%, V < 0.003 wt.%, and bal. Fe), were obtained by the conventional method widely
reported in the literature [15]. The aggressive solution of 1 M HCI was prepared by
dilution of analytical grade 37% HCI with bi-distilled water. The different concentrations
of mixture HE(AV)/HE(ZM) were prepared with 1M HCI addition.

I1l. Methods

I11.1. Preparation of phenolic extracts
Phenolic extracts of A.visnaga and Z.mays hairs were obtained by ultrasounds with (45 Hz,
50 W, 308 K), mixing the dry powder with ethanol/water (70:30) for 45 min. The extracts
were filtered concentrated under reduced pressure.

I11.2. Electrochemical measurements
The electrochemical measurements were performed using a conventional three-electrode
glass cell with a thermostat double wall conducted by potentiostat/galvanostat and
controlled with analysis software (EC-Lab V11.20). The mild steel specimen was used as
working electrode, (Ag/AgCl, 3M,KCI) as reference electrode and platinum as auxiliary
electrode. The polarization curves acquired from potentiodynamic polarization
experiments were recorded in the potential range = 250 mV of open circuit potential Eocp,
with a scan rate of 1 mV s™. The corrosion parameters such as cathodic Tafel slope S,
corrosion current density icorr and corrosion potential Ecorr Were extracted by extrapolation
from cathodic Tafel linear segment and were evaluated by EC-Lab V11.20 software. The
(SeG) method, based on the determination of the polarization resistance Rp of mild steel in
the test solutions, was applied by exploiting the linear plot in the potential range of +25
mV, around Ecorr. The impedance experiments were realized using a transfer function
analyzer (EC-Lab V11.20) in the frequency range domain from 10°to 10t Hz, with small

perturbation amplitude of 10 mV peak to peak, at Eocp. Before polarization and EIS

237




Chapitre VI : Mise au point d’un effet synergétique des extraits hydro-éthanoliques d’Ammi visnaga et des stigmates

Zea mays pour ’inhibition de la corrosion de ’acier doux dans HC1 1 M

measurements the working electrode was left, in the test solution, during 30 min at Eocp
potential. The impedance spectra were analyzed according to an appropriate equivalent
circuit.
I11.3. Analyze the surface by scanning electron microscope
The surface morphologies of the samples were examined by scanning electron microscope
(SEM model FEI Quanta® 250) equipped with EDX probe microanalysis of surfaces. The
micrographs were taken after immersion of the samples in the corrosive solution for 24 h,
without and with 0.01 gL HE (AV) + 0.2 gL HE (ZM).
IV. Resultats and Discussion
IV.1.Electrochemical behavior of mild steel in the presence of mixture
HE (AV) + HE (ZM) extracts
IV.1.2. Potentiodynamic polarization measurements (PP)
At 298K, the PP curves of mild steel in 1 M HCI in the absence and presence of different
concentrations of HE (AV) + HE (ZM) are shown in Fig.1. We have taken the best
concentration of HE (AV) which gave the best inhibition effective and it was mixed with
different concentrations of HE (ZM) until the inhibiting effectiveness achieved it
maximum. Indeed, the objective is to recover the Z.mays waste which is characterized by a
better yield as well as by important polyphenolic content especially flavonoids when
compared to the HE (AV) extract [10]. These measurements were carried out under the

same conditions as those used for HE extracts alone.

0,01

Current density i / mA.Cm

1E-3 3§

1E-4 o

1E-5

-0,7

AAAAAAAAA

Figure 1: Polarization curves for the mixture of HE (AV) + HE (ZM) in 1 M HCl at 298
K
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As shown in Fig. 1, in the presence of HE (AV) and HE (ZM) mixture, both the anodic and
cathodic curves shift to lower current densities, accompanied by the emergence of lower
values of current densities with the increase of concentration of HE (ZM), while the
concentration of HE (AV) remains constant at 0.01 gL™. In the use of HE (AV)/HE (ZM)
mixture, Ecorr gradually shifts to positive direction which can be ascribed to adsorption of
active molecule on the metal surface in acid solution [16]. Therefore, HE (AV)/HE (ZM)
mixture could be classified as mixed type corrosion inhibitors with cathodic predominant
control.

In the cathodic domain, the addition of different concentrations of mixture induces an
important decrease of the partial cathodic current corresponding to the reduction of the
proton H*. For the anode branch, it is noticed that the current density remains lower than
that of the blank as for potentials that are lower they called desorption potential (Eq); from
which the potential current curves are considerably closer to that of the blank. The sharp
increases in current can be related to the marked desorption of the adsorbed inhibitor [17].
The electrochemical parameters of corrosion process are given in Table 1. Meanwhile,
based on PP measurements, the inhibiting efficiency is calculated by the Equation (1) as

follows:

i [JU
npp%: corr i corr/inh X]_OO (1)
|

corr
where icorr and icorrinn @re the corrosion current density values in the absence and presence
of the mixture, respectively.
The inhibition efficiency #sec % derived from SgG method, is calculated from the

polarization resistance, using the following Equation (2):

R . —-R
Nege % = (M}doo (2)
p/inh

where Rp and Rpinn are the polarization resistance values without and with different

concentrations of mixture, respectively.
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Table 1: Electrochemical parameters and inhibiting efficiencies obtained from PP
measurements for mild steel in 1M HCI solution with different concentrations of HE(AV)+
HE(ZM) mixture at 298 K.

Tafel Data SeG data
Cinn/gL™ Ecorr icorr | B | Npp%0 Rp ns.c%
1 M HCI -416.20 337.10 147.1 - 82 -
0.01HE(AV)/0.05HE(ZM)  -433.79  56.17 160.1 83.33 300 72.66
0.01HE(AV)/0.08 HE(ZM)  -431.78  53.66 184.4 84.08 326 74.84
0.01HE(AV)/0.10 HE(ZM) -435.54 43.11 187.8 87.21 421 80.52
0.01HE(AV)/0.15 HE(ZM)  -423.75  29.82 183.8 91.15 950 91.36
0.01HE(AV)/0.20 HE(ZM)  -439.35  14.24 224.4 95.77 1272 93.55

where Ecorrin MVagiagal am kel lcorrin HA CM2,  |B| in mV dec?, Ry in Q cm?

From Table 1, it is demonstrated that the corrosion of mild steel is inhibited on account of
icorr Value decrease when the mixture is added into the solution. The cathodic reaction
process is retarded due to the increase of the cathodic Tafel slopes when different
concentration of HE (ZM) is jointly added in the solution.

In this work, only the concentration of HE (ZM) is changed because the current density
registered decreases significantly. In the opposite, when the concentration of HE (AV) is
changed; the densities current does not show any remarkable variation (not reported
above). In the presence of HE (AV) and HE (ZM) taken separately, the current densities
are 49.81 pA cm? and 82.56 pA cm? respectively [10,14]. However, icorr decreases
significantly with the mixture, which means that mild steel corrosion is intensely delayed
by these inhibitors mixture and a strong synergism inhibitory effect is obtained between
HE (AV) and HE (ZM).

The corrosion inhibition effect gradually becomes better when the concentration of HE
(ZM) in the mixture increases up to 0.2 gL HE (ZM). The highest R, values of individual
HE (AV) and HE (ZM) are 738.7 Qcm? at 0.01 gL [10] and 679.00 Q cm? at 0.15 g L
1[14], respectively. In the presence of the mixture HE (AV)/HE (ZM), the R, values
increase up to 1272 Q c¢m? indicating that the melange improves consequent resistance and
acts as good corrosion inhibitor. Similarly, to the situation of individual inhibitor use, the
polarization resistance values of inhibitor mixture increases with the increase of
concentration HE (ZM) in the mixture [10]. It should be noted that there is a recorded

difference between the two methods (Tafel, S<G) resulting from the stationary
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polarization, intervenes at the level of the different approximations on which each of them
is based. Otherwise, the inhibitory efficiencies derived from SeG method are in the same
trend as those obtained by Tafel method.

IV.1.2. EIS measurements
The Nyquist and Bode plots for mild steel in 1M HCI at 25°C with different concentrations
of inhibitors are shown in Fig 2. All Nyquist plots (A,B,C) show an increasing of loops
size with increasing concentration of HE (ZM) in the mixture HE (AV)/HE (ZM)
compared with that in the blank solution, indicating that the mixture slows down
remarkably the corrosion process of mild steel. As seen from Fig. 2, when the mixtures of
HE (AV)/HE (ZM) are added in the solution, the diameters of semicircles become larger
than those obtained by HE (AV) and HE (ZM) separately [10,14], suggesting that the
corrosion process is further inhibited when HE (AV) when it is jointly used with HE (ZM)
when compared to the separately use of individual inhibitor.
For different mixing concentrations HE (AV)/HE (ZM), there are two separated maximum
phases in the Bode diagram (Fig. 2A). To confirm this hypothesis we have simulated the
experimental diagrams using the simple circuit (Rs+CPEa/Rc Fig.3A) and the two-time
constant circuit (Rs+CPEa/(Rct+CPE¢/Ry) Fig. 3B).
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Figure 2: Nyquist and Bode diagrams of mild steel in 1 M HCI without and with different
concentrations of HE (AV)/HE(ZM) at 298 K with simulation by (Rs+CPEa/Rc)(A) and
(Rs+CPEa/(Rct+CPE#Ry) (B)

The Bode diagram (Fig. 2A) simulated by the simple circuit shows a poor simulation of
experimental and simulated spectra that indicates a second time constant that is recently fit
adequately. The first phenomenon at low-frequency can also be attributed to the
adsorption, and the second phenomenon at mild-frequency can be attributed to the charge
transfer of inhibitor on the metal surface. For this reason, we have tried several equivalent
circuits to obtain inappropriate simulation. Therefore, the circuit (Rs+CPEq/(Ra+CPE#Ry)
offers a better superposition of the experimental and simulated spectra in the representation
of Nyquist (A) and Bode (B) for the mixture. Therefore, the best fitting is obtained by the
circuit equivalent to two time constants. The equivalent circuit employed is presented in
Fig.3, where Rs represents the solution resistance, Rct the charge transfer, R the film

resistance and CPE is the constant phase element.

(A) (B)
Rs CPE Rs CPE(QdI , ndl)
A W
CPE(Qf , nf)
>
Rt

Figure 3: Equivalent circuit (A,B) used to fit the impedance data for mild steel in 1M HCI
with or without HE (AV)/HE (ZM) mixture
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The electrochemical impedance parameters for mild steel in 1M HCI in the presence of the
formulation HE(AV)/HE (ZM) are obtained by fitting of impedance diagrams by the
simple circuit RQ for the blank solution and with 2RQ ( two time constants) are reported in
Table 2. The values of the pseudo-capacitances (Ca, Cs,) are determined by the following
Equations (3, 4) according to [18, 19]:

Ca =(Qq Rctl_ndl )Und' (3)
Cf = (Qf Rflmf )l/nf (4)

The inhibition efficiency is calculated with the following Equation (5):

R -R°
Mg %0 = [¥}x100 (5)
RP

In the absence of the formulation, the polarization resistance corresponds to the charge
transfer resistance (Rp= Rcy), While in the presence of inhibitors, the value of Ry is given by
the sum of two contributions: Ry= Ree+ Rrand RyC is the total resistance for blank.

Table 2: EIS parameters and inhibition efficiencies for mild steel in 1 M HCI in the
absence and presence of different concentrations of HE (AV)/HE (ZM) at 298K

Cinn /gLt Rs R Qui Ca Ry Or Rp Ve neis%

1M HCI 11 581 3733 1188 - - 591 0011 -
0.01HE(AV)/0.05HE(ZM) 2.1 533.4 1451 348 853 552 6187 0022 90.44
0.01HE(AV)/0.08 HE(ZM) 2.2 598.1 137.2 27.6 1099 458 708.1 0.014 91.65
0.01HE(AV)/0.10 HE(ZM) 2.7 656.3 1261 259 1659 389 8222 0.013 92.81
0.01HE(AV)/0.15 HE(ZM) 6.2 7515 37.3 21.6 5104 28.6 12619 0.034 95.31
0.01HE(AV)/0.20 HE(ZM) 6.5 1447 272 196 3258 26.8 1703.4 0.004 96.53

where Rf,Reeand Rsin Qcm?, Orand Qqi in uF S™* cm2, Cq and Crin pF cm™

It can be observed from Table 2 that the addition of different concentrations of HE (ZM) in
the mixture into the solution cause an increase in R¢t and a decrease in Cq which confirms
the synergistic inhibition effect between HE (AV) and HE (ZM). The highest 7e1s% values
of individual HE (AV) [10] and HE (ZM) [14] are 91.94 % and 93.97 % at 0.01 gL and
0.15 gL?, respectively. However 7eis % is 96.53% for the combination between 0.01 gL*
HE(AV) and 0.2 gL HE(ZM). Examining the efficiency obtained with the mixture and
those using other natural products [20-22], we can conclude that the proposed formulation

is very effective for the reason that we get the efficiency intense at low concentrations.
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According to the results obtained from EIS and PP methods [10], we have noticed that the
inhibiting efficiency obtained by HE (ZM) is due to the presence of flavonoids especially
flavone. While, inhibition effect of HE (AV) is due to the presence of condensed tannins
especially catechin. This observation for HE(ZM) and HE(AV) could be attributed to the
presence of adsorption centers of oxygen, the heterocyclic oxygen atom, benzyl groups, O—
H, C=0, C-0O, and the presence of multiple bonds electron which are responsible for
blocking active sites on the metal surface. In addition, when the metal is immersed in the
inhibiting solution, the heteroatoms give free, non-binding electrons for the unoccupied
orbits of the metal atom, which ensures strong and stable bonds (coordination bonds)
between the inhibitor and the metal surface [23]. Thus, catechin and flavone were capable
of forming chelates with metal cations because of the presence of an oxygen atom
associated with the heterocyclic as an adsorption site and hydroxyl groups on aromatic
rings [24] which promote surface protection by forming a barrier film on the surface that
reduces the diffusion or movement of ions on the metal surface [25].
While, when HE (AV) + HE (ZM) are mixed, the number of active sites and the number of
metal complex formation probably increase and therefore the inhibiting efficacy probably
increases.

IV.1.3. Comparison between R¢ of HE (AV) + HE (ZM) and a

commercial inhibitor
Dodecylamine (Ci2H27N) is a commercial inhibitor [26, 27] that has been extensively
studied as a metal inhibitor in corrosive environments. Several studies have focused on the
study of dodecylamine alone or mixed with other organic or green compounds as corrosion
inhibitor, Zhenyuchen et al [28] studied the inhibiting efficiency of dodecylamine against
corrosion of carbon steel in an acid medium of 0.3 M HCI. They found that dodecylamine
results in a maximum increase in charge transfer resistance to 32.6 Qcm? at a concentration
of 125 ppm and at temperature of 30 °C during 30 min of immersion. Henriquez [21]
studied the synergistic inhibition between dodecylamine, Aloevera (gel and Acibar) on the
corrosion of 1 M HCI carbon steel. It is discovered that simple dodecylamine inhibits the
corrosion of carbon steel which reaches 1674 Qcm?at a concentration of 500 ppm after 15
h of immersion at 25°C with corrosion potential at 2000 tr.min. On the other hand, when
the immersion time is 2 hours, the resistance reaches 1180 Qcm?. After the addition of Aleo
vera (gel and Acibar) on dodécylamine, the inhibition rate remains almost unchanged
compared to the use of dodecylamine alone which shows that there is no synergy between

these compounds. In our study the mixture provides a strength of 1702 Qcm? at a
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concentration of 0.01 gL (AV)/0.2 gL HE(ZM) during 30 min immersion of the mild
steel in 1 M HCI at a temperature of 25 °C. Thus it appears that our mixture shows a
reasonably good inhibiting efficiency compared to the synthesized inhibitor.
IV.1.4. Effect of temperature

The effect of temperature constitutes an important factor in the stability of inhibitive
behavior of mixture inhibitor. In the present study, the effect of temperature from 298 to
333 K is studied at the optimum concentration of 0.01 gL™* HE(AV) + 0.2 gL HE(ZM) by
EIS. The Nyquist diagrams simulated by the equivalent circuit (Rs+CPEai/(Rct+CPE#Rs) in
presence and absence the mixture at 25°C are given in Fig.4. This circuit allows a perfect
fitting between the measurements obtained experimental and theoretical data. The
electrochemical parameters deduced from the impedance spectra are summarized in Table
3. From these results, we note the important diminution of Rt values when the temperature
of blank solution increases and enhances the Cgq and Qa values both in uninhibited and
inhibited solutions. In the presence of the tested inhibitor, the dissolution of mild steel is
extensively retarded. The inhibition efficiencies are found to decrease with increasing the
solution temperature from 298 to 333 K. This behavior can be interpreted from the fact that

the increase in temperature cause desorption of the inhibitor from the surface of mild steel.
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Figure 4: Nyquist (a, b) diagrams for mild steel in 1 M HCI solution at different
temperatures in the absence (b) and presence(a) of mixture HE(AV)/HE(ZM)
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Table 3: Electrochemical impedance parameters for mild steel in 1 M HCI in the absence
and presence of 0.01gL? HE(AV)/0.2 gLHE(ZM) at different temperatures

T Rs Ret Qi Cai R¢ Os Rp neis%

Blank 298 11 58 373  118.8 - - - -
313 1.3 34 450  109.2 - - - -
323 1.1 13 604  127.8 - - - -
333 1.2 11 690 1384 - - - -

Mixture 298 6.5 1447 27 19.6 325 26.8 1703 96.59
313 3.1 827 123 29.52 81 46 909 96.25
323 2.6 354 170  30.00 29 47 383 84.85

333 3.4 269 180  34.75 15 123 284 79.57

whereT in K, Ri,Ret, Rrand Rs in Q cm™, Orand Qg in UF s™* cm™?, Cq in uF cm
The values of activation energy Ea are estimated using Arrhenius Equation (7):
1 -E,

—=Ae
R, Xp( RT

) (7)

where E.. is the apparent effective activation energy, R is the general gas constant, T is the
absolute temperature, and A is the frequency factor.

Since it is known that the corrosion rate is inversely proportional to Rc, the values of In
(1/Rp) and In(RpT)™* were plotted as a function of 1000/T in Fig. 5(a,b) for the corrosion
mild steel in 1 M HCI solution in the absence and presence of 0.01 gL HE(AV)/0.2 gL
HE(ZM).
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Figure 5: Arrhenius plots of mild steel obtained in 1 M HCI in the absence and presence
of 0.01 HE(AV)/0.2 gL*HE(ZM)

246




Chapitre VI : Mise au point d’un effet synergétique des extraits hydro-éthanoliques d’Ammi visnaga et des stigmates
Zea mays pour ’inhibition de la corrosion de ’acier doux dans HC1 1 M

The Kinetic parameters such as enthalpy and entropy of corrosion process may also be
evaluated from the temperature effect as well as Ea are listed in Table 4. An alternative

formulation of Arrhenius equation is called transition state, given by Equation (8):

1 R AS” —AH"
— = —eXp(——) eX 8
RT  Nh p( R) p( T ) (8)

where h is Planck's constant (h = 6.6252 1034 J s), N is Avogadro's number (N = 6.023
102 mol?), AS "is the entropy of activation and AH" is the enthalpy of activation.

Table 4: Activation parameters for mild steel in 1M HCI with and without 0.01gL-1
HE(AV)/0.2 gL-1HE(ZM)

Inhibitor A Ea AH* AS*

(kJ mol™) (kJ mol™) ( K'mol™)
Blank 6.05 10* 42.6 39.80 -145.50
Mixture 4.3410° 45.8 31.07 -239.04

From Table 4, we notice that the higher value of activation dissolution energy Eaand A
factor in presence of inhibitor, when compared to the blank, indicates that strong inhibition
action of the mixture is by increasing the energy barrier for the corrosion process,
emphasizing the electrostatic character of the inhibitor (physisorption phenomenon) [29].
The positive sign of the activated enthalpy AH* means that the dissolution phenomenon is
of endothermic nature [30]. The entropy of activation AS* in the absence and presence of
the inhibitor are negatively large. This indicates that the activated complex in the rate
determining step which represents an association rather than dissociation step, meaning
that, a decrease in disordering is taking place on going from reactants to the activated
complex [31].
IV.1.5. Immersion time

The Nyquist plots simulated by (Rs+CPEa/(Rct+CPE#/Rs) for mild steel in 1M HCI solution
in the presence of 0.01 gL*HE(AV)/0.2 gLt HE(ZM)extract at different immersion times
are shown in Fig.6. As seen, in the presence mixture, the size of the semicircle which gives
an indication about the charge transfer resistance of mild steel decreases with exposure

time.
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Figure 6: Nyquist plots for mild steel in 1M HCI solution containing HE (AV)/HE (ZM) at
different immersion times.
Fig.6 indicates that, in the presence of mixture, the Rct values show exponential decrease
with immersion time. Since, the R value is inversely proportional to corrosion rate, then
the decrease in Rc: values or in other words the increase in the corrosion rate may be
discussed on the basis that prolonged immersion of mild steel in acid solution allows the
cathodic or hydrogen evolution kinetics to increase[32, 33].
IV.1.6. SEM and EDX analyses
The image of the mild steel surface by SEM with a resolution of 100 um after 24 hours of
immersion in 1M HCI alone (Fig.7A), shows that the surface of the latter is characterized
by the presence of grey spots and some pitting on the surface of the metal which indicates
that the steel is strongly damaged by corrosion almost widespread over the entire surface of
the wall in the presence of 1 M HCI. The mild steel immersed in 1 M HCI with 0.01 HE
(AV)/ 0.2 gL HE(ZM) presents a smooth surface (Fig. 7B), indicating that the surface is
protected by the formulation of 0.01 HE (AV)/0.2 gLHE(ZM). This observation is
probably due to the formation of a good protective film of mixture onto the mild steel
surface [34]. The EDX analysis of mild steel immersed in 1M HCI alone and 0.01 HE
(AV)/0.2 gL*HE (ZM), respectively, are given in Fig. 8 (A, B).
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Figure 7: SEM photograph of mild steel: immersed in 1M HCI in the absence (A) and
presence (B) of 0.01 HE (AV) + 0.2 gL' HE(ZM) at 298 K

V. Conclusion
We studied the synergistic effect of the HE (AV)/HE (ZM) mixture on the inhibiting
efficiency of mild steel in 1M HCI medium. The results found showed that the studied
mixture is a good inhibitor of mild steel corrosion, compared to dodecylamine. The
thermodynamic parameters showed that the adsorption of the inhibitors follows a
physisorption mechanism. Temperature had a negative influence on inhibitory efficiency;
in general, an increase in temperature significantly decreased inhibiting efficiency. This
can be explained by the fact that the anodic (oxidation of steel components) and cathodic
(reduction of protons in acidic environment) processes are thermally activated. The
inhibiting efficiency of this mixture decreases with immersion time. The results are

confirmed by scanning electron microscopy analysis coupled with EDX.
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Le présent travail de thése s’inscrit dans le cadre des travaux de recherche du Laboratoire
d’Ingénierie, Modélisation et Analyse des Systémes (LIMAS) dont I'un de ses objectifs est la
valorisation des substances naturelles comme sources d’antioxydants et d’inhibiteurs de
corrosion. Le matériel végétal sélectionné concerne la partie aérienne de /’A.visnaga ainsi
qu’un biodéchet de Z. mays. Ces espéces appartiennent respectivement a la famille des
Apiaceae et Poaceae et font partic des plantes médicinales et aromatiques. L’ensemble des
résultats présentés dans cette theése constitue une contribution a 1’étude de I’effet du solvant,
de Tactivité antioxydante et inhibitrice de corrosion des extraits et fractions d’extraits
phénoliques de /’A. visnaga d’une part. D’autre part, la valorisation des déchets de Z. mays
comme antioxydants et inhibiteurs de corrosion de I’acier doux en milieu HCI 1 M a été traité
ainsi que I’optimisation des conditions d’extraction aux ultrasons des deux plantes moyennant
des plans d’expériences. De méme, qu’une mise au point d’un effet synergétique des extraits
hydro-éthanoliques riches en polyphénols de /’A.visnaga et des stigmates de Z. mays pour
I’inhibition de la corrosion de I’acier doux dans une solution HCI 1 M a été réalisée.

L’étude expérimentale, a debuté par la réalisation des extractions par deux techniques a
savoir I’extraction par soxhlet et aux ultrasons en considérant trois solvants, 1’éthanol,
I’eau et la solution hydro-étanolique a 70 % pour chacune des plantes, étudiées. Par la
suite, un criblage phytochimique des métabolites secondaires ainsi qu’un dosage des
polyphénols ont été realisés sur les différents extraits obtenus.

La détermination de I’activité antioxydante de chaque extrait, le fractionnement des
composes phénoliques tanins et flavonoides ainsi que leurs analyses par HPLC ont été
effectués. L’étude de D’action inhibitrice de corrosion a été réalisee sur les differents
extraits et fractions phénoliques ainsi que sur les standards dans le but d’identifier les
molécules ou familles de molécules responsables de ’action inhibitrice de la corrosion.
Ces études ont été menées par des techniques electrochimiques stationnaires et transitoires
suivies d’une analyse de surface par microscopie électronique a balayage.

Les résultats de ce travail, montrent que le screening phytochimique réalisé sur les extraits
éthanoliques, hydro-éthanoliques et aqueux de la partie aérienne de /’A.visnaga, révele la
présence de divers métabolites secondaires tels que les flavonoides, les tanins condensés et
les coumarines et 1’absence de mucilage, de stéroide, d’alcaloides et de tanins galliques.
Dans ce travail, nous avons noté également, que la composition chimique d’un extrait ainsi
que sa teneur en composé actifs dépend de la méthode d’extraction, du solvant et de la
partie considérée de la plante. Ainsi, l'extraction par soxhlet a permis d'obtenir le meilleur

rendement en extrait hydro-éthanolique (25.26 %) et éthanolique (23.35 %) par rapport a
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I'extraction aux ultrasons (16.24 % pour I’extrait hydro-éthanolique et 12.35 % pour
I'extrait éthanolique). Ceci pourrait étre da a la solubilité élevée des composés phenoliques
dans les solvants mixtes par rapport aux solvants purs. Les résultats des dosages des
polyphénols montrent que les teneurs en phénols totaux (TP) dans les différents extraits
produits aux ultrasons sont supérieures a celles obtenues par soxhlet. Ces teneurs, varient
de 69 a 110 (mg EAG/g d'extrait), pour les extraits obtenus aux ultrasons et de 80.10 a
76.75 (mg EGA/g d’extrait), pour les extraits obtenus par soxhlet. De méme, les teneurs en
flavonoides (TF) des différents extraits d’A.visnaga sont inférieures a celles des phénols
totaux et varient de 18 a 34 mg (EQ/g d'extrait) obtenus par la méthode d’ultrasons et de
11.75 & 30.34 (mg EQ/g d'extrait) obtenu par soxhlet et ceci dans un ordre décroissant :
hydro-éthanolique > éthanolique >aqueux. Aussi, les teneurs en tanins condensés (TC) des
différents extraits obtenus, aux ultrasons, sont plus élevées 20 a 65 mg de catéchine/g
d’extrait que celles obtenues par soxhlet (41.03 a 50.35 mg de catéchine/g d’extraits).
L'extrait hydro-éthanolique est caractérisé par une teneur plus élevee en TC suivie de
I’extrait éthanolique et aqueux.

L’activité antioxydante des différents extraits de /’4. visnga, déterminée par la méthode de
DPPH" montre que I’extrait hydro-éthanolique obtenu aux ultrasons présente la capacité la
plus élevée 1C50=1.70 mg/mL en comparaison avec 1’extrait éthanolique 1C50=2.40 mg/mL
et I’extrait aqueux 1Csp=3.05 mg/mL. On note également, que les extraits obtenus aux
ultrasons présentent une activité antioxydante plus importante que ceux obtenus par la
méthode de soxhlet et ce pour tous les solvants d’extraction utilisés. Les données
recueillies par le dosage des composés polyphénols et leurs activités antioxydantes ont
montré une trés bonne corrélation entre la teneur en tanins condensés et I’activité
antioxydante. Afin de déterminer la famille de molécules responsables de I’activité
antioxydante, nous avons réalisé le fractionnement des flavonoides et des tanins a partir de
[’A.visnaga. Les résultats montrent que les rendements d’extraction les plus élevés sont
obtenus pour les fractions d’acétate d’éthyle F6 (7.67 %) et n-butanolique F3 (6.33 %). Les
tests phytochimiques indiquent que la fraction d’acétate d’éthyle est caractérisée par la
présence des tanins condensés. La teneur en flavonoides la plus élevée est observée pour la
fraction n-butanolique F3 (65.79 = 0.40 mg EQ/g d’extrait). La teneur en phénols totaux
dans toutes les fractions varie de 241.84 a 12.98 mg EAG/g d’extrait dont la plus élevée est
attribuée a la fraction n-butanolique F3 (241.84 +9.02 mg EAG/g d’extrait), tandis que la
teneur la plus faible est détectée pour la fraction d’éther de pétrole FO (12.98+2.40 mg

EAG/g d’extrait). Ce résultat suggére que la fraction n-butanolique F3 est riche en
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composés phénoliques et que le solvant n-butanol est approprié pour extraire les composés
phénoliques. Le dosage des tanins condensés (TC) montre que la fraction d’acétate
d’éthyle (F6) (145.16+4.30 mg de catéchine /g d’extrait) est caractérisée par la teneur la
plus élevée en TC et que la fraction aqueuse F5 (12.45+0.30 mg de catéchine /g d’extrait)
présente la teneur en TC la plus faible. Pour la détermination de la teneur en phénols totaux
contenus dans différentes fractions, il est a noter que F6 est caractérisé par la teneur la plus
élevée (250.17+7.20 mg EAG/g d’extrait) suivie de F5. L’évaluation de Iactivité
antioxydante par quatre méthodes (DPPH", FRAP, AAT et R-caroténe) montre que la
fraction d’acétate d’éthyle riche en tanins condensées est caractérisée par une activité trés
importante par rapport a la fraction n-butanolique. L’analyse par HPLC, montre que la
fraction n-butanolique est caractérisée par la présence de quercetine comme molécule
majoritaire avec un pourcentage de (34 %) et que la fraction d’acétate d’éthyle est
caractérisee par la présence de catéchine comme molécule majoritaire avec un pourcentage
de (24 %). L’étude électrochimique de 1’extrait éthanolique obtenu par soxhlet ainsi que
des trois extraits obtenus par ultrasons montre que les courbes de polarisation obtenues
présentent une linéarité bien explicite dans le domaine cathodique, ce qui indique que la loi
de Tafel est bien verifiée et que la réaction de décharge de proton est sous controle
d’activation pure. Suite aux résultats de la spectroscopie d’impédance électrochimique
(SIE), les diagrammes d’impédance se caractérisent par une seule constante de temps
indiquant que le processus de corrosion est controlé par 1’étape de transfert de charges. Il
est a noter aussi que D’efficacité inhibitrice de 1’extrait éthanolique obtenu par soxhlet
augmente avec l’augmentation de la concentration jusqu'a atteindre une efficacité
maximale de 90 % a 0.3 gL. Tandis que, les extraits hydro-éthanolique et éthanolique
obtenus aux ultrasons présentent une efficacité plus importante a une concentration plus
faible (91 % a 0.01 gL%) et (89 % & 0.01 gL™) respectivement. Ceci pourrait étre expliqué
par la teneur élevée en phénols totaux spécialement, les tanins condensés. Pour confirmer
ce résultat, nous avons étudié 1’action inhibitrice de corrosion de la fraction n-butanolique
riche en flavonoides et de la fraction d’acétate d’éthyle riche en tanins condensés ainsi que
des deux standards, la quercetine et la catéchine. Les résultats indiquent que I’efficacité
inhibitrice de la fraction n-butanolique de 87.56 % a 0.15 gL est due principalement a la
famille des flavonoides et que la quercetine joue le role d’un accélérateur de corrosion. La
fraction d’acétate d’éthyle présente une efficacité de 93.2 % a 0.15 gL qui est du a la
molécule de catéchine présentant une efficacité de 92.32 % a 10x10° mol L. A partir de

ces résultats, nous pouvons que I’action inhibitrice de /’A. visnaga est due a la famille des
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tanins condensés spécialement la catéchine et que I’adsorption de cette molécule a la
surface de I’acier doux suit I’isotherme de Temkin et celle d’El-Awady.

Les résultats de la valorisation des biodéchets des stigmates Z.mays montrent que le
screening phytochimique des différents extraits, éthanoliques et hydro-éthanoliques
obtenues par les deux méthodes d’extraction étudiées est caractériseé par la présence
importante des flavonoides, des phénols et des glycosides et par une faible présence en
alcaloides et en tanins. Le rendement de I’extraction aux ultrasons, en considérant les trois
solvants, éthanolique, hydro-éthanolique et aqueux varie entre 18.3 % a 22.6 %, dont le
plus élevé est obtenu par le solvant hydro-éthanolique a 70 %. Quant a I'extraction par
soxhlet, le résultat montre le meilleur rendement par rapport I'extraction aux ultrasons
(27.73 % a 32.35 %) ceci s'explique par la longue durée d’extraction et par un chauffage
prolongé. Le rendement de I’extraction des composants chimiques dépend des plusieurs
facteurs tels que le solvant, la durée de I’extraction, la temperature, le mode d’extraction
ainsi que du materiel végétal et de sa partie traitée.

L’analyse quantitative montre que I'extrait hydro-éthanolique a 70 %, obtenu aux ultrasons,
est caractérise par une teneur importante en flavonoides (57.22 + 3.5 mg EQ/g d’extrait) et
en phénols totaux (230.94 + 3.2 mg EAG/g d’extrait) par rapport aux extraits obtenus par
soxhlet. Le fractionnement des composés phénoliques spécialement les flavonoides réalisés
a partir de D’extrait hydro-éthanolique indique que les teneurs en phénols totaux et en
flavonoides sont importantes et montre également que la fraction n-butanolique présente
un rendement de 8 % mais une teneur en phénols totaux de 1’ordre de 296.20 mg EAG/g
d'extrait ce qui correspond au taux le plus élevé par rapport aux autres fractions. La
fraction n-butanolique est caractérisée également par une activité antioxydante tres
importante comparée aux autres fractions. L’analyse par HPLC montre que la molécule
flavone représente le composé majoritaire de la fraction n-butanolique avec un pourcentage
de 22.4 %.

Les études électrochimiques de I’extrait hydro-éthanolique (HE), de la fraction n-
butanolique (FB) ainsi que du standard (flavone) a pour but de déterminer la molécule ou
famille de molécules responsables de I’action inhibitrice de cet extrait

Les courbes de polarisation ne révelent aucun comportement Tafélien dans la région
anodique et que seulement les régions cathodigques ont une large gamme de linéarité, ce qui
indique que la loi de Tafel est bien vérifiée et que la réduction de I'hydrogéne est contrblée
par une cinétique d'activation pure. Les spectres d’impédance, obtenus en présence

d’extrait hydro-éthanolique et de la fraction n-butanolique, mettent en évidence
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I’apparition d’une deuxiéme constante de temps aux hautes fréquences et qui a été
attribuée a la formation d’un film protecteur a la surface de I’acier. Tandis qu’en présence
du flavone le diagramme d’impédance se caractérise par une seule constante de temps, ce
qui indique que le processus de corrosion est contrdlé par 1’étape de transfert de charges.
Les résultats de SIE montrent que les valeurs des résistances de Rct augmentent avec
l'augmentation des concentrations en HE, en FB et aussi en flavone. Il est a noter que
’ajout de la fraction n-butanolique a la solution de corrosion génére une amélioration de la
résistance totale avec un ordre de 626.78 Q cm?a 0.15 gL contre la corrosion de I’acier
doux en raison de la présence des flavonoides, notamment les flavones. On note qu’il n'y a
pas de différence significative entre la résistance totale obtenue par la FB et la résistance
obtenue par le flavone (560.6 Q cm? a 1.5 10 mol L) ce qui confirme que les flavones
sont en bonne partie responsables de l'effet inhibiteur du FB. Ainsi la résistance totale
obtenue par I'extrait hydro-éthanolique des stigmates de Z.mays est d’ordre de 974.9Qcm™
a0.15 gL, Elle est supérieure a celle obtenue par la fraction de FB.

L’étude thermodynamique nous a permis de suggérer la nature de I’interaction métal-
inhibiteur. En effet, suite a I’évolution de [I’efficacité inhibitrice en fonction de la
température et aux parametres cinétiques d’activation et thermodynamiques d’adsorption
calculés, les molécules de flavonoides semblent s’adsorber a la surface de I’acier par le
biais des liaisons de type chimique et ne suit aucun isotherme d’adsorption. Les resultats
montrent également I’existence d’une corrélation entre I’activité antioxydante et I’activité
anticorrosion des extraits étudiés. Cette corrélation est confirmée par 1’étude
électrochimique de I’acide ascorbique, antioxydant pur, ayant une efficacité inhibitrice de
86.01% a 0.15 mg mL™.

Notre étude a porté également sur la détermination des conditions optimales de I’extraction
des polyphénols par ultrasons. Pour cela, 1’évaluation de I’influence sur le rendement en
extrait hydro-éthanolique et sur la teneur en phénols totaux des paramétres opératoires, en
I’occurrence la concentration du solvant, le rapport masse de matiere végétale sur quantité
de solvant et le temps d’extraction aux ultrasons.

Les reésultats de I’optimisation de I’extraction aux ultrasons des parties aériennes de
[’A.visnaga ont montré que la teneur optimale en phénols totaux est de 178.58 mg EAG/g
d’extrait hydro-éthanolique a 76 % pour une durée d'extraction de 36 mn et un rapport
solvant/matiere de 13 mL/g (~8% en matiere végétale). Tandis que le rendement
d’extraction optimal 18.77 % a été obtenu a une concentration en éthanol de 79 % pour une

durée d’extraction de 38 min, et un rapport solvant/matiere de 11 mL/g, soit 9 % en
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matiere végétale. Les conditions opératoires optimales d’extraction sont obtenues pour un
rendement de 20.95 %, et une teneur en phénols totaux de 199.65 mg EAG/g d’extrait
hydro-éthanolique & 78%, une durée d’extraction de 38 mn et un rapport solvant /matiére
de 12 mL/g (~8% en matiére végétale). .

Les résultats d’optimisation de 1’extraction des stigmates de Z.mays ont montré que I'état
optimal en phénols totaux est de 257.88 mg EAG/g d'extrait. 1l a été obtenu pour une durée
d’extraction de 40 mn, une concentration en éthanol de 68 % et un rapport solvant /
matiere de 11 mL/g. Afin d’aboutir a un rendement maximale en extrait hydro-éthanolique
(20.50 %), les paramétres opératoires sont 59 %, 47 mn et 15 mL/g pour la concentration
en éthanol, le temps d’extraction et le rapport solvant/matiére respectivement.

Le rendement optimal de I’extrait hydro-éthanolique (31.37 %) et de la teneur en phénols
totaux (253.87 mg EAG/g d'extrait) ont été obtenues pendant un temps d’extraction de 40
mn, un rapport éthanol: eau (70:30) et un rapport solvant / matiere de 11 mL/g. Les
résultats d’optimisation de 1’extrait hydro-éthanolique de /’4.visnaga et des stigmates de
Z.mays aux ultrasons montrent que les valeurs expérimentales obtenues sont en bonne
adéquation avec les valeurs prévues, confirmant ainsi I'adéquation du modele utilisé et le
succes de la MSR pour l'optimisation des conditions d'extraction.

La derniere partie de ce travail, concerne la composition d’une formulation entre deux
extraits hydro-éthanoliques de [’A.visnaga et des stigmates de Z.mays, HE(AV)/HE
(ZM).Les resultats montrent que cette composition agi comme inhibiteur de corrosion
efficace pour l'acier doux dans un milieu HCI 1 M et son efficacité d'inhibition augmente
avec ’augmentation de la concentration en extrait jusqu'a ce qu’elle atteint une efficacité
de 96.55% a la composition, 0.01gL™* HE (AV)/0.2gL* HE (ZM). Les courbes de
polarisation ont révélé que ce mélange a agi comme inhibiteur de type mixte avec une
action anodique prédominante. Les études SIE ont été ajustées par le modéle de deux
constantes de temps. Les parametres cinétiqgues montrent un caractére de chimisorption
pour l'adsorption des composants du mélange HE(AV)/HE(ZM) a la surface de l'acier
doux. En outre, plus la température est élevée, plus l'efficacité d'inhibition est faible, ce qui
montre que l'adsorption de cette formulation a la surface de I'acier doux est de type mixte :
chimisorption prédominante et physisorption faible. L'influence du temps d’immersion de
ce mélange sur l'efficacité a été étudiée et les résultats montrent que I’efficacité inhibitrice
diminue avec le temps d’immersion. Les analyses par microscopie électronique a balayage
(MEB/EDX) ont confirmé la formation d'un film protecteur adsorbé a la surface de l'acier

doux.
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Nous pouvons envisager pour la poursuite de ce travail, quelques perspectives :

v

v

Poursuivre ’analyse des différents extraits et fractions obtenus par la
chromatographie liquide a haute performance couplée la spectrométrie de masse.
Reéaliser des séparations et I’identification des molécules majoritaires dans chaque
fraction phénolique.

Etudier I’activité antioxydante des différents extraits et fractions d’extraits obtenus
par des méthodes électrochimiques

Etudier lactivité anti bactérienne pour le mélange de 0.01 gL HE(AV)/0.2 gL
HE (ZM)

Tester le mélange 0.01 HE(AV)/0.2 gL'HE (ZM) en tant qu’inhibiteur de
corrosion causée par les bactéries et en tant qu’additif anticorrosif dans les
industries particulierement la peinture en phase aqueuse.

Caractériser la surface de 1’acier par d’autres techniques spectroscopiques de
surface telles I’XPS, PESCA et ’AUGER

Calculer le colit du mélange 0.01 HE(AV)/0.2 gL*HE (ZM) pour une éventuelle

application industrielle.
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