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Résumé

Dans le cadre de la découverte de nouveaux antioxydants a partir des sources naturelles, nous nous sommes
intéressés dans ce travail a I’étude des graines de la plante lépidium sativum L (GLS), appartenant a la famille
des Brassicaceae. Les échantillons étudiés sont issus de quatre régions du pays, notamment les régions
(Tafraout, Haouz, BenAhmed et Rommani). Les objectifs de ce travail sont :

Etudier la composition chimique des huiles végétale et quantifier les teneurs en polyphénols totaux.

Evaluer les activités antioxydante, antibactérienne et antifongique de I’huile végétale et des extraits des GLS,
d’examiner 1’effet inhibiteur de I’huile et de 1’extrait méthanolique contre la corrosion de I’acier C35 en milieu
acide HCI 1.0 M. La composition chimique de I’huile a été effectuée par CPG/MS, tandis que I’utilisation de
HPLC est utilisée pour la détermination de la teneur en tocophérol. Cette étude a révélé que les huiles des GLS
de la région de Tafraout possedent des propriétés antioxydantes élevées par rapport aux autres régions. Nous
avons enregistré une corrélation positive entre les trois tests DPPH, FRAP et ABTS ce qui explique que la
contribution des flavonoides R?=0.92 pourrait étre utilisée comme une source biologique d’antioxydants
naturels. L’activité antibactérienne de I’huile de Tafraout est satisfaisante contre les bactéries testées, de méme,
son extrait méthanolique présente une inhibition fongique a la dilution de 1/100. Ces résultats indiquent que les
huiles testées représentent une source potentielle de substances antibactériennes naturelles qui peuvent étre
utilisées contre des germes pathogenes.

Les résultats des études gravimétriques et électrochimiques montrent que I'efficacité inhibitrice augmente avec
I'augmentation de la concentration en huile et en extrait méthanolique pour une valeur de 2 g/L. L'étude de I'effet
de la température 303-333 K sur le comportement de l'acier C35 dans le milieu HCI 1.0 M avec et sans inhibiteur
revéle que les efficacités inhibitrices diminuent légérement avec I'augmentation de la température mais garde
leur caractere inhibiteur. Les paramétres E., ASa et AH, ont été estimés et discutés. En effet, d’une fagon

génerale, I'utilisation de ces extraits naturels permet donc de rompre avec les moyens de protection classique.

Mots clés : Graines lépidium sativum, Huiles végétales, Activité antioxydante, Activité biologique, Inhibiteur de

corrosion, Acier C35.



Summary

In the framework of the discovery of new antioxidants from natural sources, we were interested in this work in the
study of the seeds of the plant lepidium sativum L (GLS), belonging to the Brassicaceae family. The samples studied
are from four regions of the country, including the regions (Tafraout, Haouz, BenAhmed and Rommani). The
objectives of this work are :

To study the chemical composition of vegetable oils and quantify the contents of total polyphenols.

To evaluate the antioxidant, antibacterial and antifungal activities of the vegetable oil and the GLS extracts, to
examine the inhibitory effect of the oil and the methanolic extract against the corrosion of C35 steel in HCl 1.0 M
acid medium. The chemical composition of the oil was performed by GPC/MS, while the use of HPLC is used for
the determination of tocopherol content. This study revealed that GLS oils from the Tafraout region have high
antioxidant properties compared to other regions. We recorded a positive correlation between the three tests DPPH,
FRAP and ABTS which explains that the contribution of flavonoids R?=0.92 could be used as a biological source of
natural antioxidants. The antibacterial activity of Tafraout oil is satisfactory against the tested bacteria, similarly, its
methanolic extract shows a fungal inhibition at the dilution of 1/100. These results indicate that the tested oils
represent a potential source of natural antibacterial substances that can be used against pathogenic germs.

The results of the gravimetric and electrochemical studies show that the inhibitory efficacy increases with the
increase of the oil and methanolic extract concentration for a value of 2 g/L. The study of the effect of temperature
303-333 K on the behavior of C35 steel in 1.0 M HCI medium with and without inhibitor reveals that the inhibitory
efficiencies decrease slightly with increasing temperature but retains its inhibitory character. The parameters Ea,
ASa and AHa were estimated and discussed. Indeed, in general, the use of these natural extracts allows to break with

the classical means of protection.

Key words: Seeds lepidium sativum, Vegetable oils, Antioxidant activity, Biological activity, Corrosion inhibitor,
Steel C35.
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INTRODUCTION GENERALE

Généralités sur les plantes médicinales

L’Homme a une longue histoire antérieure remontant a des civilisations anciennes concernant la
découverte des plantes médicinales [1]. Dans sa quéte de nourriture, I'homme primitif a fait
I'essai de toute sorte d’herbes: Certaines l'ont nourri, d'autres I'ont guéri de ses maux, quelques-
unes ont entrainé sa mort [2].

L’histoire des plantes médicinales montrent que leur utilisation remonte & 5000 ans avant JC en
Chine, 1600 avant JC par les Sumériens, les Babyloniens, les Hébreux et les Egyptiens [3].
L’histoire de la médecine est également marquée par la période du Moyen Age et des temps
modernes par le développement de la médecine alchimique sous une forme relativement
secondaire. Les principales périodes de cette histoire sont :

-Au XVI11°m siecle le magnétismeest développé avec les banquets de Messmer.

-Au XIX®™ siecle c’est le début de la naturopathie, avec usage thérapeutique des métaux et
surtout I’homéopathie.

-A la findu XIX®™ siécle début du XX®™ la naturopathie continue & progresser avec le
thermalisme et la thalassothérapie. L’iridologie et la médecine manuelle avec 1’ostéopathie et la
chiropractie sont apparues a cette période [4].

Les anciens herboristes ont réalisé des recherches et des tests sur des plantes, et ceci pendant une
longue période, pour élaborer des listes de noms et des formules des espéces utiles comme
remede a base de plantes. Ainsi, s’instaure une connaissance des espéces végétales médicinales
au cours des temps.

L’ethnobotanique est parmi les disciplines scientifiques qui s’intéressent a la phytothérapie
traditionnelle, elle est considérée comme une science qui permet d’expliquer le savoir-faire
populaire en savoir scientifique [5].

Les plantes constituent une source essentielle pour la découverte des médicaments naturels. Et
ceci par I’emploi des extraits végétaux traditionnels [6].

La médecine a base des végétaux s’est développée ces dernieres décennies suite auxrésultats des
nouvelles techniques d’analyse,auxtestspotentiels a réaliser et au transfert de connaissances et
des pratiques qui constituent une richesse d’information pour les générationsfutures [7].

Les effets indésirables des médicaments modernes, présentent un risque pour la santé humaine.

Ceci incite le retour vers la médecine traditionnelle a base de plante, en utilisant toutes ou une
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partie des organes végétaux de la plante comme point d’approvisionnement potentiel de
guérison, en particulier dans les pays en cours de développement [8].

L'utilisation de plantes comme médicaments est un élément important du systeme de soins de
santé. L’OMS integre les PAM en tant qu’aliments et en tant que médicaments. Dans les pays en
développement, 80% des médicaments prescrits sont a base de PAM ou d’hémi-synthese [9].
L’accumulation des connaissances et des savoirs sur I'usage de ces plantes s’est faite de
génération en génération avec des expériences cumulées des civilisations humaines [8].
Actuellement, 1’'usage thérapeutique des plantes médicinales est trés présent et il est en voie de
développement, en 1’absence d’un systéme médical moderne qui intégre [10] la connaissance
traditionnelle qui constitue d’une part un trésor d’informations pour les usagés populaires et
d’autre part une ressource inestimable pour I’industrie pharmaceutique [11].

De méme, I’OMS recense environ 500.000 espéces de plantes sur terre, dont 80.000 possédent
des propriétés medicinales [12].

En Asie et Pacifique, la meédecine traditionnelle se caractérise par un haut niveau de
systématisation; sa pratiqgue se fonde sur un cadre théorique complexe fournissant des
orientations conceptuelles et thérapeutiques.C’est une histoire trés longue et une popularité
souvent considérée comme une preuve supplémentaire de son efficacité [13]. On note
qu’actuellement, 95% des hopitaux chinois disposent d’un service de médecine traditionnelle
pour des interventions de nature intégrative visant a rétablir I’harmonie et I’équilibre a I’intérieur
du corps humain [14].

La médecine Ayurveda (science de la vie dans I’Inde) est une forme de medecine traditionnelle
trés pratiquée et reconnue. Elle comprend plusieurs spécialités qui utilisent des traitements
purificatoires (applications d’huiles médicales, traitements a base de purgatifs, lavements ou
saignées) et des traitements apaisants a base de plantes) pour renforcer le systeme immunitaire.
La médecine Ayurveda est aujourd’hui pratiquée dans environ 3000 hopitaux et 20000
dispensaires, parallelement a la médecine moderne. Elle dispose également de centres de
recherche et de soins spécialisés et est enseignée dans prés de 400 établissements
d’enseignement supérieur du premier et second cycle [14].

Le kampo (la médecine traditionnelle au Japon) dont des préparations a base de plantes prescrites
dans les traitements kampo est remboursé par 1’assurance-santé [14].

En Indonésie, la médecine traditionnelle est complétement intégrée aux soins curatifs et aux

soins infirmiers depuis 1992 [14].
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La législation nationale sur la santé appelle a développer les formes de cette médecine qui se sont
révélées efficaces et sans danger, en soulignant le besoin de supervision dans un but de sécurité
et d’efficacité [14].

Dans les pays du Pacifique, les méthodes de guérison comprennent des traitements a base de
plantes, massage, rituel et incantation [14].

En Amérique latine et Caraibes, les pratiques médicales traditionnelles reposent sur des
conceptions établissant un lien étroit entre la santé humaine et celle de 1’écosystéme, tant
physique que spirituel. La santé dans ces pays dépend, par conséquent, de la continuité de I’acces
quantitatif et qualitatif a certaines ressources de 1’écosysteme tel queplantes, animaux, objets
rituels, ainsi qu’odeurs, bruits et paysages saisonniers.

Les plantes médicinales connaissent une répartition et un accroissement d’intérét remarquable
aux Etats-Unis et en Europe [14]. En effet, dans I’Europe et Amérique du Nord, la médecine
moderne est le pilier des systemes de santé. La population de ces pays a également acces a des
traitements traditionnels et alternatifs. L’intérét croissant suscité a la fois par les traditions et
connaissances non autochtones et par certains traitements trés anciens d’origine locale est donc
plus significatif. La pratique inclut une grande variété de préparations a base de feuilles,
d’herbes, de racines, d’écorces et d’autres substances végétales et minérales.

En Europe occidentale, certains pays ont élaboré des outils légaux et des régles précises sur la
formation des praticiens, les conditions et le mode d’utilisation des traitements et la délimitation
du champ autorisé de leur pratique.

En Afrique, I’utilisation des plantes medicinales qui constituent 90% de la médecine
traditionnelle, se fonde sur des théories dans lesquelles I’homme est congu comme inséparable de
son environnement social, naturel, spirituel et cosmique. En effet, la maladie est envisagee et
traitée comme un phénomene qui se produit lorsqu’un déséquilibre affecte les puissances vitales
régissant la santé, qui va de la divinité la plus puissante aux organismes vivants les plus petits ; le
guerisseur se sert a la fois de plantes et de minéraux d’origine locale. En 2004, prés de 75% de la
population africaine a eu recours aux plantes pour se soigner [15].

L’industrie pharmaceutique elle-méme s’appuie encore largement sur la diversité des métabolites
secondaires végétaux pour trouver de nouvelles molécules aux propriétés biologiques inédites
[16] par le soutien d’organisations internationales. De nombreux établissements de recherche
sont installés dans de nombreux pays entre autre Africains pour étudier les espéces encore
inconnues et des médicaments nouveaux sont constamment découverts a partir de nombreuses
plantes [15].
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Dans lemonde Arabe, connue sous le nom de “médecine traditionnelle islamique”, elle est une
forme hautement codifiée et systématisée de la médecine hippocratique de D’antiquité,
développée par les herboristes, les pharmacologues, les chimistes et les médecins musulmans a
I’ére médiévale. Les traitements employés dans la médecine islamique vont de la prise de plantes
médicinales a la phlébotomie et a des pratiques spirituelles telles que la priere. En effet, les
traitements consistent en préparation a base de plantes associées a 1’exécution de rituels visant a
apaiser la divinité concernée ou a expulser I’agent qui est a ’origine du trouble. Les pays de cette
région se sont efforcés de réglementer 1'usage des plantes médicinales. 1ls ont mis en place des
politiques et des organes pour déterminer 1’efficacité des connaissances médicales traditionnelles
dans la prévention et le traitement des maladies et faire valoir ’intérét de les intégrer aux
systemes nationaux de soins de santé [13].

En conclusion de cette introduction, on peut dire que les plantes ont constitué le premier et
principal outil thérapeutique a la disposition de ’homme, et depuis des siecles, par plusieurs
civilisations et sur tous les continents. Les pharmacopées végetales se sont améliorées grace aux
pratiques empiriques etpar la mise en évidence des propriétés des plantes médicinales qui n’ont

jamais été démenties par 1’usage [17].
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PARTIE I : Etude botaniques.

Historie, biochimique de I’espéce étudiée GLS et sa distribution dans différentes régions du
Maroc. Plus un portrait géographique
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|. Contexte

La présente étude est articulée autour des activités chimiques, biologiques et électrochimiques de
I’huile et des extraits d’une plante médicinale. Elle vise un apercu sur la partie expérimentale
notamment le matériel et les méthodes mises en ceuvre pour ’extraction, 1’identification et la
quantification des composés biochimiques pour les évaluer scientifiquement. Cette étude
concerne ¢galement 1’établissement d’une analyse comparative des principes actifs des graines
de cette plante Lépidium sativum (Cresson alénois) issues de différentes régions du Maroc.

Le travail de these est articulé autour de trois chapitres. Le premier chapitre, divisé
entroisparties, il dressera un état bibliographique. Les techniques analytiques et les dispositifs
expérimentaux utilisés au cours de cette étude sont decrits dans le deuxiéme chapitre, partagé en

cing parties. Le troisieme chapitre est divisé en quatre parties comportant résultats et discussions.

1. Constat au Maroc

Au Maroc la situation géographique (deux facades maritimes, montagnes et déserts) fait de notre
pays un important réservoir de plantes aromatiques et médicinales PAM dont 15% sont
endémiques. Ce patrimoine occupe la 2°™ place en matiere de biodiversité en Méditerranée apres
la Turquie. Notre écosystéme est la résultante d’un génie humain et d’un savoir-faire trés ancien,
reposant sur des principes de mode de vie, rural ou pastoral, exigeant une grande familiarité avec
les ressources vegétales du milieu environnant [18].

Plus encore, un vaste désert, traversé par trois chaines montagneuses, se traduit par une série
compléte de bioclimats méditerranéens. Le secteur marocain des PAM est I’'un des plus riches au
monde, en raison de sa diversité (4 200 especes dont 800 endémiques), parmi lesquelles pres de
500 especes sont reconnues pour leur usage médicinal et/ou aromatique, ainsi que pour leur
potentiel de développement, en particulier pour ’exportation. La production est globalement
assurée par les PAM spontanées, alors que les cultivées contribuent uniqguement avec environ 2%
[19].

I1.1. Répartition régionale de la plante LS au Maroc.

La plante étudiée, le cresson alénois, est cultivée dans une grande partie des régions tempérées

du globe, souvent de culture passageére, elle se rencontre parfois comme mauvaise herbe dans les
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champs de Lin. Cette forme linicole est simplement accidentelle et elle s'installe et prospéere dans

les champs de Lin [20].
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Figure 1 : Carte geographique situant la plante LS dans le monde [21]

En effet, la culture de LS est transmise d'un peuple a un autre, depuis les temps préhistoriques, a
travers la culture du Lin, de maniére inapercue et anonyme, dans plusieurs pays de I'Europe. La
plante est reconnue plus tard comme plante potagere de valeur et remise en culture. La
caractérisation botanique vient a I'appui pour distinguer la plante cultivée sous la forme linicole a
celle des formes spontanées par la silicule et les graines [22].

L’espéce LS est polymorphe et provient principalement des régions des hauts plateaux de
I'Ethiopie et I'Erythrée, cultivée en Inde, en chine, en Amérique du Nord et dans des parties de
I'Europe [23,24]. Elle est décrite comme une herbe officielle dans la pharmacopée ayurvédique
de I'Inde [25]. Les attributs agronomiques montrent que cette plante pousse en insémination
aride avec des sols peu fertiles [26]. Traditionnellement bien connue et largement utilisée en

Afrique, en Chine, et dans d'autres pays d'Extréme-Orient [27].

Au Maroc, les études ont montré la présence de LS dans la région Rif, du Maroc oriental, du

Maroc occidental, du Haouz, de la région Chaouia et Souss-Massa-Daraa.
11.2. Intérét thérapeutique des graines de LS.

Nos régions disposent de richesses naturelles caractérisées par un cadre géographique trés varié
composeé par des zones naturelles : Deux mers, des reliefs se composent de plaines et de plateaux

avec de petites collines éparpillées. Le sol est généralement formé par une terre arable et aussi
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des ressources en eausouterrainesimportantesa différentes profondeurs. Le climat est du type
méditerranéen, les températures varient en fonction de l'altitude et de I'éloignement par rapport a
l'océan. Par conséquence nous avons un écosysteme qui offre une trés grande diversité

écologique et floristique.

11.2. Intérét thérapeutique des GLS.

Le profil pharmacologique de la plante LS, est principalement utilisé comme anti inflammatoire,
antipyrétique, analgésique, antidiabétique, facteur coagulant, antihypertenseur, hépato protecteur,
antiasthmatique, procinétique, laxatif, hypercholestérolémies. La plante est aussi utilisée pour la
guérison des fractures et pour soulager le hoquet. Elle est également utilisée poursonactivité
antioxydante [28].

En Chine et d'autres pays d’Extréme Orient, les GLS sont utilisées pour le traitement des
coliques abdominales, asthenie sexuelle, pleurésie et I'hydropisie [29]. Une enquéte dans
différentes régions de I'Arabie saoudite a montré que les GLS sont couramment adoptées comme
febrifuges, antirhumatismales, menstruelles et abdominales [30]. Dans plusieurs pays africains
les GLS sont machées pour guérir la maladie de la gorge, ’asthme, des maux de téte et sont utiles
pour la diurese et dans les troubles menstruels, remedes pour l'utérus, les tumeurs, les polypes
nasaux et le cancer du sein [31]. Autres propriétés des GLS, telles qu’antibactériennes [32],
hypothermie [27] et hypoglycémique [33]. La consommation des GLSaugmente le gain de poids
en acide linoléique qui pourrait donner des avantages nutritionnels [34].

Au Maroc, les résultats des études réalisées sur cette plante sont résumés dans les tableaux 1, 2 et
3.

11.2.1. Thérapie selon les régions du Maroc.

Tableau 1 : Montrant la thérapie selon les régions du Maroc

Régions Méthodes Prescriptions
Zaér (Maroc Les GLS en infusion dans du lait chaud | La toux, I’asthme, bronchites, maux
Occidental) [35] ou trituré dans du miel. de ventre, I’impuissance, stérilité.
Rif du Maroc Les GLS de décoction ou mélange La grippe, douleurs des régles et
[36]. avec le jaune d’ceuf ou Nigelle. stomachiques.
Gharb du Maroc Une bouillie de lait contenant le -Fortifiant apres ’accouchement et
[37]. Cresson alénois. meilleur purificateur de sang.

-Contre les douleurs des articulations
et les maladies de 1’utérus.

Les GLS de Cresson mélangé avec Comme cataplasmes contre les abces.
’huile d’olive chaude.
Oriental [38]. Par macération ou cuit Les douleurs stomachiques.
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Associée en décoction des GLS dans le

lait ou mélangée avec le jaune d’ceuf. La grippe.
Agadir [39]. Associe & la poudre de graine de Aphrodisiague chez les deux sexes et
Nigella sativa (Haba sawda) et la douleurs des régles.
graine de Cistus creticus (Irgle).
-Efficace contre le diabéte.
Haouz Macération des GLS dans le lait -1l est conseillé de controler la
[37] fermenté pendant une heure. glycémie apres chaque traitement a

cause du risque de labaisse rapide de
la glycémie.

Région Meknes [40].

Les GLS.

Badigeonnage dermatologique,
rhumatologie, fiévre.

Ben-Mellal [41].

Les GLS triturées dans le miel.

La toux et des angines.

Tan-Tan (Maroc
Sahara) [42].

Une fusion des GLS et des graines de
Nigella sativa, moulues et mélangées
au miel.

Contre les calculs rénaux.

Ce tableau montre que LS a une utilisation variée dans toutes les régions du Maroc.

Nous remarquons d’apres ce tableau que LS est utilise differemment selon les régions. La facon

d’administrer le produit et la maladie a traiter sont différentes d’une région a I’autre. Aucune

interprétation n’est donnée quant a cette différence entre les régions.

11.2.2. Thérapie selon la partie végétative.

Tableau 2 : Montrant la thérapie selon la partie végétative

Organes Traitements

-L'élargissement chronique du foie et de la rate. Compléments a carminatifs purgatifs.
-Astringents, myogéniques, dépuratifs, rubéfiants, galactagogues, emménagogues,

Graines toniques, aphrodisiaques, diurétiques, cataplasme pour entorse, lepre, maladie de la
peau, dysenterie, la diarrhée, splénomégalie et asthme [24].
-Stimulantes douces et un diurétique.Maladiesscorbutiques.Plaintes du foie

Feuilles [24].Cataplasmes [40].

Racines -Ameéres, acres.Syphilis secondaire et ténesme [43].

Toutes les parties de la plante sont utilisées. On remarque que les traitements concernent aussi

bien les différents organes de 1’organisme aussi bien que la peau et les infections biologique.

11.3. Traitements des complications médicales.

Tableau 3 : Hlustrant les traitements des complications médicales de LS.

Complications

Traitement

L'avortement.

GLS bouillies avec du lait [44]

Indigestion, diarrhée et la dysenterie.

Poudre de graines mélangées avec du sucre fin [44]

La débilité générale

Préparation a base de graines, le beurre et le sucre

Tonique nutritif pour soulager les flatulences et

Bouillir les graines dans le lait de maniére a former une
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augmentent la sécrétion de lait chez les femmes | mince douce masse et en y ajoutant du sucre ou Jaggery
couchées. suffisante pour en faire un produit de confiserie [44].
Une réduction significative dans la quinoléine | Prétraitement des racines avec des jus LS 0,8 ml et de
qui entraine des dégats de I'ADN dans les ses mandants métabolisés tel que glucotropaeoline,
cellules du cdlon et du foie dans la gamme de | benzylisothiocynate 70mg/kg pendant trois jours
75-92%. consécutifs [45].
Augmenter le lait maternel, I'endurance Une cuillére a café pleine de GLS bouillies dans 6 onces
sexuelle, et la rémanence sexuelle. d’eau pour 1/2 h et la décoction avec une cuillerée de
soupe de miel est Givenas [46].
Le soulagement des douleurs inflammatoires et | GLSécrasées, mélangées avec du jus de citron vert [47].
rhumatismales.

Le tableau ci-dessus montre un nombre d’utilisations de cette plante aux multiples vertus.
Cette ¢tude montre 1’intérét porté a cette plante sa valorisation scientifique constituerait une forte

valeur ajoutée aux régions dans lesquelles elle se trouve.

11.4. Probléeme de toxicité

Comme toute drogue, les plantes peuvent constituer de sérieux poisons quand elles sont utilisées
de facon anarchique. D’apres le centre antipoison au Maroc, plus de 50% des intoxications
relevées sont dues a I’utilisation des plantes [27]

Les études de toxicité d'extraits MeOH et extraits EtOH de GLS chez la souris n’ont montré
aucun symptome de toxicité ou de mortalité [27]. Mais les graines prises en grande quantité
peuvent provoquer des irritations des muqueuses [37].

L'extrait de GLS ne produit aucun effet indésirable ou mortalité chez la population étudiée. Ces
découvertes suggerent une large marge de securité de I’utilisation de la plante pour le traitement
de diverses maladies. Le traitement chronique de souris avec une dose de 100 mg/kg par jour
pendant 90 jours n'a pas non plus d'effet délétere. On peut dire que LS, en plus d'avoir une grande

diversité pharmacologiques, ne provoque aucun effet toxique sur les animaux [27].

I1.5. Composition chimique de LS.

Des recherches sur la composition des GLS nous permettent de révéler des quantités
considérables de métabolites telles que protéines 25%, lipides 14 a 24%, glucides 33 a 54% et
cellulose brute 8% [48]. Les GLS ont montré aussi des pourcentages €levés en acides gras, dont
42.23% poly-insaturés et 39.62% mono-insaturés [49]. D’autres études ont souligné
I’existenced’alcaloides comme la lépidine, la glucotropaeoline [50],[45]. On note également la

présence de plusieurs éléments : caroténe, cellulose, calcium, phosphore, fer, thiamine,
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riboflavine, niacine, acide urique, acides palmitiques, béhénique, lignocérique aminé,
isothiocyanate de benzyle, cyanure de benzyle et stérol [50]. D’autres études phyto-chimiques
ont signalé l'existence des composés tels que des saponines et des anthraquinones [5] et des
quantités importantes en (a.  y 8)-tocophérols (figure 2), en plus des stéroides (les cucurbitacines
et les cardenolides) [51]. La teneur en acides est détectée en quantités significatives comme

I’arachidique, ’ascorbique, linoléique, I’oléique, et le stéarique [52].

HO

a—~Tocopherol — R,R'etR" =H

B-Tocopherol — R,R"=MeetR'=H
y-Tocopherol — R',R"=MeetR=H
8-Tocopherol — R,R'=HetR" =Me

Figure 2 : Structures chimiques de tocophérols trouves dans les GLS [163]

Les phytostérols repérés dans I'huile des GLS (voir figure 3) contiennent le sitostérol, le
campestérol, I’avenastérol, le cholestérol, le stigmastérol dihydrolanostérol-amyrin, comprenant

aussi les constituants restant stéroidiens [53].
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HO

Cholesterol = R=H Brassicasterol
Campesterol —= R = Me Stigmacasterol
Sitosterol = R =

35—avenasterol B—amyrin

24.25—dihydrolanosterol

Figure 3 : Structures chimiques de phytosterols trouvées dans LS [53].

L’isolement phyto-chimique par le fractionnement du contenu en glucosinolates des GLS a
permis 1’identification de la glucotropaeolin et le 2-phényléthyl glucosinolate, ainsi que la
présence de 2-éthyl butyle glucosinolate, méthyl glucosinolate et butyle glucosinolate [54].
De méme des essais sur des extraits éthanoliques des GLS ont révélé la présence de
glycosides, des acides aminés comme la glutamine, la cystéine [55], des protéines [56]. Les
tannins ont été isolés pour leur role important comme antioxydant puissant et stable [57].
Notons aussi la découverte des coumarines, des glycosides de soufre et des triterpenes dans
les GLS [174,54].
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(
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N

Figure 4 : Constituants chimiques GLS.

Des oligo-éléments tels que le nickel, le cobalt et I’iode, et de diverses vitamines telles que la
vitamine A ont été révelésdans les GLS comme éléments chimiques [58].Une autre enquéte
phyto-chimique préliminaire a été entreprise pour l'identification du type de constituants
chimiques présents dans les graines, a montré I’existence de l'inuline, mucilage et
triterpénoide [46]. Et parmi les polysaccharides des GLS sont identifiés: I’acide L-arabinose,
D-galactose, le L-rhamnose, l'acide D-galacturonique, le D-glucose et le benzyle thiocynate
[59].
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PARTIE Il : Quelques generalites

Réles et propriétés des huiles végétales, méthodes d’extraction, identification chimique et
biologique des composés aromatiques, les normes acceptables.
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I.Généralités sur les huiles végétales

Les huiles végétales représentent une source intéressante d’acides linoléiques (C18: 2 n-6 ou
oméga 6) et alpha linolénique (C18: 3 n-3 ou oméga 3).

Ces AGPI sont dits essentiels, car ils sont indispensables pour le bon fonctionnement du corps
humain, ils doivent donc étre apportés par I’alimentation. En effet, les acides linoléiques et alpha
linoléniques sont les deux précurseurs respectifs des acides gras oméga 6 et oméga 3, tels que
I’acide arachidonique (C20 :4n-6), lacide eicosapentaénoique (C20 :5n-3) et [I’acide
desoxyhexaénoique (C22 :6n-3). Ces derniers jouent un réle essentiel (agrégation plaquettaire,
inflammation, immunité, etc...).

Les huiles végétales sont également la source principale de la vitamine E.

Huile végétale 1

Fraction Fraction insaponifiable 1-2 %
saponifiable l
98-99 %
Tocophérols
> : Pigments
Glycérides Acides gras libres BAL L ‘
Alcools terpéniques
Phospholipides Hydrocarbures
hosphatides Mo ooae o |
pospas Polyphénols

Figure 5 : Diagramme représentant la composition de HV [32].

I1. Mode d’Extraction des HV.

Il existe plusieurs techniques d’extraction des produits a hautevaleur ajoutée présents dans les
plantes.

Le Soxhlet est une méthode classique pour I’extraction solide-liquide utilisée au laboratoire.

[60]. Elle utilise de plus petites quantités de solvant, n’est pascouteuse et est considérablement
rapide. Cependant, la température opératoire decette technique est relativement haute 100-
150°C, ce qui pose des problemes quand il s’agit de ’extraction d’antioxydants [61]. Les autres
inconvénients de cette technique ils sontd’une part le rendement faible lorsque les solutés ou les

solvants sont apolaires et d’autre partle besoin de 1’étape postérieure de filtration ou de

32



Synthese bibliographique

centrifugation pour éliminer le résidu solidede I’extrait [60]. Dans la catégorie « techniques
nouvelles » on peut citer 1’extraction assistée par micro-ondes, 1’extraction accélérée par solvants
et ’extraction avec des fluides supercritiques.

Il existe également d’autres techniques extractives, moins répandues, comme, par exemple,

I’extraction solide-liquide & moyenne pression.[61,62].

I11. Identification des constituants chimiques de la plante.

Chromatographie en phase gazeuse GC est utilisée pour I’analyse quantitative et la
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse GC/MS pour I’analyse
qualitative.

Elles permettent, en plus de connaitre trés exactement la composition chimique, la recherche
d’éventuelles traces de produits indésirables qui peuvent polluer certains produits dans différents

domaines, agroalimentaire entre autres [63].

Injecteur
d'achantilion

o=
-~

Controlwur du dibin

.

—

l {3

Déchets

7,

Détecteur

Gar vecteur Four

Figure 6 : Schéma simplifié de la chromatographie en phase gazeuse.

Autre méthode d’identification, c’est la spectrophotométrie (voir figure 7), qui permet ’analyse
quantitative et qualitative par la mesure de l'absorbance d'une substance chimique donnée,
généralement en solution. La densité optique des échantillons est déterminée par un
spectrophotometre préalablement étalonné sur la longueur d'onde d'absorption de la substance a
étudier.

Lorsqu’une lumiere d’intensité Io passe a travers une solution, une partie de celle-ci est
absorbée par le soluté. L’intensité | de la lumiére transmise est donc inférieure a lo. On définit
I’absorbance de la solution comme :

I
A=log (Tu)

1)
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La relation de Beer-Lambert décrit que, a une longueur d'ondel donnée, I’absorbance d’une
solution est proportionnelle a sa concentration et a la longueur du trajet optique (distance sur
laquelle la lumiere traverse la solution). Alors, pour une solution limpide contenant une seule

substance absorbante :

Ay : est I’absorbance de la solution pour une longueur d'ondeh ;

C : en mol.m™3 est la concentration de la substance absorbante ;

L : en cm) est la longueur du trajet optique ;

L :en mmoltcm™ est le coefficient d’extinction molaire de la substance absorbante en
solution. 1l rend compte de la capacité de cette substance a absorber la lumiére, a la longueur
d'onde A. La lumi¢re monochromatique incidente d’intensité Io traverse alors une cuve contenant

la solution étudiée et I’appareil mesure 1’intensité | de la lumiére transmise.

Diaphragme cellule

fieg - Traitement du signal
photoélectrique

Llesd
Source & l Détecteur A=
: 20 ' |r !
polychromatique : o ‘
i
K% Amplificateur
Echantillon

Monochromateur

Figure 7 : Principe du spectrophotométre UV-visible mono faisceau.

Analyse par HPLC pour l’identification des tocophérols.

Les tocophérols sont des composés amphipathiques et liposolubles qui s'oxydent facilement
lorsqu'ils sont soumis a la chaleur, a la lumiére et a des conditions alcalines [64]. lls consistent en
un cycle chromanol polaire et une chaine latérale hydrophobe a 16 atomes de carbone attaché au
cycle via l'atome C-2. Les tocophérols ont des chaines latérales phytyl, se présentent sous la
forme de quatre vitamers (o, B, y et d) qui différent par le nombre et la position des groupes
méthyle dans le cycle chromanol [65]. Les tocophérols sont largement distribués dans les plantes

supérieures (les huiles végétales et les noix) [66]. En 2000, l'activité de la vitamine E était
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limitée a l'a-tocophérol avec une configuration 2R, car d'autres formes ne se convertissent pas en
a-tocophérol et sont mal reconnues par la protéine de transfert [67]. La tache physiologique
principale du 2R-a-tocophérol est d'éviter les symptdmes de carence en vitamine E, & savoir les
anomalies neurologiques. lls sont des antioxydants, reduisant le stress oxydatif et retardent la
progression de diverses maladies dégénératives telles que les maladies cardiovasculaires et le
cancer. lls régulent la signalisation cellulaire, la prolifération cellulaire et lI'expression des genes
[68]. La propriété chimique la plus importante des tocophérols est leur activité antioxydante et
toutes leurs activités biologigques sont considérées comme résultant de leur capacité a protéger les
lipides poly-insaturés de I'oxydation [69]. Les tocophérols sont des antioxydants primaires qui
récuperent les radicaux peroxydes lipidiques en donnant des atomes d'hydrogéne et réagissent
avec les espéces reactives de l'oxygene et de I'azote [70]. Bien que les tocophérols protegent les
lipides de lI'oxydation par des réactions similaires in vivo et in vitro, les activités antioxydantes
peuvent étre tres différentes. In vivo, I'a-tocophérol semble étre l'antioxydant majeur et le plus
efficace pour briser la chaine, principalement parce qu'il fait partie d'un réseau d’antioxydants,
notamment I'acide ascorbique, le glutathion et I'ubiquinol. Les radicaux tocophéroxy peuvent étre

régenerés en tocophérols in vivo, alors que le recyclage in vitro ne se produit pas [71].

V. Propriété physico-chimique des huiles végeétales.

Les huiles végétales sont principalement composees de triglycérides 90-99% eux-mémes
essentiellement constitués d’acides gras 90-95%, de glycérol 3-5%, et de constituants mineurs

naturels 1-5% regroupant des composes de structures variées telles que les stérols, les

tocophérols, les caroténoides ou les phospholipides 0.1 a 0.2% [72].
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Corps gras
| |
Trighycérides 95-98 % Cunstituantsrineurs 1-5 %
I L 1 r '1
Acides gras Glycérols Maturels Indésirables
50-95 % 5% 1'15 # Contaminants
[ \ Composes d'altération
Insaponifiables Lipides polaires ’:Ol'l?'l posés mineurs
0.1-3 % 0.1-0.2 % A I'état de traces
I A | Phospholipides
. Sphyngolipides
Aliphatiques Terpenigues Glycalipides
Alcools gras Stérals
Hydrocarbures Tocophérals
Cifres. .. Squalemes
Alcools terpénigques
Caroténes...

Figure 8 : Composition des corps gras [73].

Composes majoritaires des huiles végétales.

Lipides simples.

Les glycérides sont des esters d’acides gras et de glycérol, ils sont trés hydrophobes insolubles
dans I’eau. L’estérification des trois groupements hydroxyles du glycérol avec les acides gras
forme des triglycérides, il y’a également les di-glycérides, et les monoglycérides [74].

Les triglycérides ou triacylglycérols sont des glycérides. lls représentent la partie majoritaire des
graisses alimentaires. Chaque huile est caractérisee par la composition en acides gras de I'espéce

vegétale dont elle est extraite.

0 0 O
H—t—O——R, H——0——R, H——0——R,

0

0

H———OH H oL H o—4
0

CH,OH CH,OH H o—

H
Monoglycéride Diglycéride I'rigveéride

Figure 9 : Formule des glycérides.

Acides gras.
Les acides gras sont des acides carboxyliques a chaine aliphatique hydrophobe saturée ou
insaturée. Ce sont les composants majoritaires des glycérides sur le plan pondéral, les acides gras

connus sont extrémement nombreux, en particulier dans le régne végétal [75].
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Les huiles végeétales se définissent essentiellement par leur composition en acides gras [76] qui
est trés différente d’une huile a ’autre. Les huiles végétales n’ont cependant pas une composition
fixe, car elles varient selon la génétique, la culture des plantes et les saisons. Ils se classent en
trois groupes [72].

—les acides gras satures, chaines hydrocarbonées sans insaturation (ou double liaison), avec
principalement des longueurs de chaine comprises entre 14 (acide myristique) et 18 atomes de
carbone (acide stéarique).

—les acides gras mono-insaturés, chaines hydrocarbonées comportant une double liaison. Le
principal représentant de cette série est 1’acide oléique (C18 : 1, n-9 ou ®9).

—les acides gras poly-insaturés, chaines hydrocarbonées comportant plusieurs doubles liaisons
(Figurel0). Les acides linoléiques (C18: 2 n-6 ou w6) et a-linolénique (C18: 3 n- 3 ou ®3) en
font partie et représentent les acides gras essentiels et indispensables [77].

Les huiles vegétales peuvent ainsi étre regroupées en fonction de la nature de leurs acides gras

majoritaires (ou spécifiques): oléiques, linoléiques ou a-linoléniques [76].

(0)

A/\/\/\/\/\/\/\,.{

Acide stéarique oH
/\/\/¥/ﬂ/\/\/\’_<O
Acide oléique OH
\/\/\J\_/\/\/\_,_{O
Acide linoléique OH
0]
Acide linolénique OH

Figure 10 : Formule développée des principaux acides gras des HV
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Tableau 4 : Composition en acides gras des principales HV.

— n e) pd p > ©) >

2 5| 5 212 | g | £ | ¢

Acides gras 3 G S o & S @, 3

2 % 8 =
A. Palmitique C16 : 0 5-7 8-13 | 1-5 5-9 6-8 8-13 8-14 11.5-15
A. Margarique C17 : 0 <0.1 - - - <0.1 <0.1 <0.2 <0.1
A. Stéarique C18: 0 4-6 2-5 1-2 1-4 1-3 3-4 3-6 4.3-74
A. Arachidique C20: 0 <1 <12 |« <0.3 | <03 1-2 <0.5 0.3-0.5
A. Béhénique C22 : 0 <1 <05 | <05 - <0.2 2-4 <0.9 <0.2
A. Ligocérique C24 : 0 - - - - - 1-2 - -
A. Gras Saturé 11-15 12-20 | 2-8 6-13 | 7-11 15-25 13-22 14-24
A. Palmitoleique C16 : 1 n-7 <0.4 <02 | <1 <0.3 | <0.2 <0.3 <1 <0.1
A. Oléique C18 : 1 n-9 15-25 17-26 | 55-62 66-83 | 14-21 48-66 61-80 43-49.1
A. Gadoléique C20: 1 n-11 <0.5 <04 | 1-2 - <0.3 1-2 <0.4 0.4-0.5
A. Erucique C22 : 1 n-9 - - <1 - - - - -
A. Monoinsaturé 16-26 18-27 | 56-65 66-83 | 14-21 49-68 62-81 43-51
A. Linoleique C18 : 2 n-6 62-70 50-62 | 18-22 8-25 | 54-65 14-28 3-14 28-36
A. Linolénique C18 : 2 n-3 <0.2 4-10 | 8-10 <0.6 | 9-15 <0.3 <1 <0.4
A. Gras Poly-insaturés 62-70 | 5472 | 26-32 | 9-26 |63-80 | 14-28 |4-15 28-37

Source a : CODEX 2003 ; b : Lecerf 2011 ; ¢ : COI 2009 ; d : SNIMA 2003
--Cérides : Ce sont des esters d’acides gras et de mono (éventuellement di) alcools.

--Stérides :Ce sont des esters d’acides gras et de stérol [78].
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Composes minoritaires des HV.

Les composants mineurs dans les huiles végétales représentent 1 & 5%,ils sont constitués
d’éléments trés variés [79]. Ces composés, bien que mineurs quantitativement, jouent un réle
nutritionnel de premiére importance. Les composes mineurs sont constitues de deux fractions : la
fraction insaponifiable et la fraction soluble. Les tocophérols, stérols et caroténoides
appartiennent a la fraction insaponifiable, dénommée ainsi, car elle ne peut pas réagir avec une
base pour donner du savon. Les composés mineurs de la fraction soluble sont innombrables et
sont responsables, non seulement d’une partie des propriétés des huiles, mais €¢galement de leur
gout et de leur trouble. Une grande partie des propriétés biologiques des huiles, et en particulier

de I’huile d’Argane et I’huile d’Olive, sont attribuées a la partie insaponifiable [76,80].

Lipides complexes.

-Phospholipides.

Les phospholipides sont des esters du glycérol dont les positions sn-1 et sn-2 sont estérifiées par
des AG et la fonction alcool en sn-3 est naturellement estérifiée par un acide phosphorique, lui-
méme associé a un sucre (inositol) ou une amine(choline, éthanolamine, sérine) [75].
-Insaponifiables.

L’insaponifiable est constitué de composés qui, aprés hydrolyse basique (saponification), sont
trés peu solubles dans 1’eau mais solubles dans les solvants organiques (tel I’hexane) des corps
gras [81].

--Stérols :

Les stérols constituent la fraction la plus importante de 1’insaponifiable de 30 a 60%. Ce sont des
composes tétracycliques le plus souvent de 27ou 28 atomes de carbone, ils sont présents sous
formes libres ou estérifiés. Les deux stérols les plus importants du regne vegétal sont le f3-
sitostérol et le sigma-stérol [81].

--Tocophérols :

Les tocophérols sont au nombre de 4 (a, B, y, 6-tocophérols), ils jouent le role d’antioxydants
naturels, ce qui explique la bonne résistance des huiles végétales au phénomeéne de rancissement.
Parmi les tocophérols, 1’a-tocophérol ou vitamine E est doté de I’effet antioxydant le plus
puissant [81].

Les tocopheérols désignent un ensemble de molécules composé d’un noyau 6-OH-chromane, et

d’une chaine latérale & 16 atomes de carbone, de structure isoprénique [82,83]. La chaine
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carbonée existe sous deux formes : une forme comprenant trois insaturations : ce sont les
tocotriénols et la forme totalement saturée qui caractérise les tocophérols.

Ces tocophérols participent a la conservation des huiles et possédent aussi certaines propriétés
thérapeutiques et antioxydantes grace a leur capacité a piéger les radicaux libres [84]. En plus,

ces composés peuvent constituer un critere analytique pour le controle de la pureté d’une huile.

Tableau 5 : Teneur en tocophérol de quelques huiles végétales.

R1 R Rs
a-tocophérol CH;s CH;s CHjs
B-tocophérol CH;s H CHjs
y-tocophérol H CH;s CHjs
d-tocophérol H H CHjs

L’huile de LS est remarquablement riche en tocophérols (2010).Elle contient 1747.10 mg/kg de
[85,86]. Cette valeur est comparée a la teneur en tocophérols de quelques HV comme 1’huile
d’Olive 300 mg/kg, I’huile de Pépins de raisin 700 mg/kg ou I’huile de Mais 900 mg/kg [85,87].
Cette comparaison, montre que 1’huile de LS est riche en y- tocophérols. Cette donnée conjuguée
a sa faible teneur en acide linolénique, trés sensible a I’oxydation, lui confére une grande stabilité
pendant la conservation [80,87]. En effet le gamma-tocophérol a montré une activité
d’antioxydante trés élevée in vitro [87,88].

Le pouvoir vitaminique des tocophérols est li¢ a la teneur en o -tocophérol (vitamine E), ce
tocophérol est le plus fréquent dans la nature et le plus actif biologiquement. Les Pet y-
tocophérols ont une activité vitaminique réduite (respectivement 30 et 15% environ de 1’activité
de la forme alpha) le 3-tocophérol est pratiquement inactif, mais c’est le y-tocophérols qui a
’activité antioxydante la plus élevée [72,88].

C’est pourquoi il est convenu d’exprimer la teneur en vitamine E en a-tocophérol équivalent (a-
Tocophérol). 1l existe aussi dans la nature des composés voisins des tocophérols, les tocotriénols
(o, B, v, et &) dont deux (o et B) possédant une certaine activité vitaminique (respectivement 20 et

5% environ de I’activité de la forme alpha tocophérol) [72].

Phytostérols.

Les phytostérols présentent une analogie de structure avec le cholestérol. En effet, ce sont des
molécules complexes comportant une fonction alcool, trouvée a 1’état libre ou estérifiée. Ces
alcools dérivent du noyau stéroide constitué de 4 cycles dont I'hnydroxyle est en position trois et
d’une chaine latérale [68]. Les graisses d’origine végétale contiennent des phytostérols tels que

le Beta-sitostérol présent dans toutes les huiles végétales (Olive, Soya, Tournesol, Colza.
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Arachide...), le D7-stigmastérol trouvé en quantités significatives dans I’huile de tournesol, le
brassicastérol dans les huiles de Colza.

Dans I’huile d’olive, le principal stérol est le beta-sitostérol, représentant jusqu’a 90-95% du
total [89]. Cependant, le campéstérol et le stigmastérol comptent des valeurs inférieures a 4%.
Quant a I’huile LS, elle contient une fraction stérolique originale, car elle est constituée de delta 7
stérols. Elle est composée principalement du spinastérol et du schotténol, deux stérols
minoritaires ont été identifiés, également sur la base de leur spectre de masse. Il s’agit du
stigmasta-8,22-diéne et du stigmasta-7,24-28-diene (ou A-7-avénastérol). Leur proportion varie
entre 3.2% et 7% du mélange des stérols totaux [89,90]. Cette spécificité constitue I’empreinte
analytique pour détecter des mélanges frauduleux avec des huiles alimentaires par dosage du
campésterol [90].

Pour la quantité des stérols totaux, le Tableau 6 présente les gammes de variation de
concentration en stérols dans I’huile de différentes cultures. Le Colza renferme le maximum de

phytostérols totaux 540-880 mg/100g.

Tableau 6 : Composition en stérol des huiles végétales

Stérols é‘ 8 é’ g g ;J? 5 9 5
= N Q 3 o 3 D < o
S Q, ® @ 3 > ot 3 5
8 ® < 5. g (-Dn
=3 CDD_ O
Stérols
Teneur mg/100g 325- 540- 250- 30-70 539- 240-380 | 75-195 | >100 | 170-
515 880 418 636 250
Composition (%)
Cholestérol <0.4 <4 <1 2.6-6.7 <0.3 <0.2 <1 <05 | <0.4
Brassicastérol - 13-17 - ND <0.1 - <0.5 <0.1 | <0.1
Campestérol 8-11 28-40 19-23 18.7-27.5 18-19 10-16 4-7 <4 <0.4
Stigmastérol 7-10 <1 17-19 8.5-13.9 6-7 8-15 <2 <Ca -
mp
Stigma-8-22- - - - - - - - - 3.2-5.7
dien-3b-ol
Schottenol - - - - - - - - 44-49
B-sitostérol 58-64 45-61 47-59 50.2-62.1 59-62 52-60 82- 93 -
88
Spinastérol - - - - - - - - 34-44
A5-avénastérol 2-7 1-3 2-4 ND-2.8 10-11 - 2-5 - -
A7-stigmastérol 9-14 1-3 1-3 0.2-2.4 0.6-0.8 15-22 1-3 - -
A7-avénastérol 4-6 1-3 1-2 ND-5.1 0.8-1.1 - 1-6 - -

Alcools triterpéniques.
Ils sont particulierement importants du point de vue biologique.
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Tableau 7 : Teneur triterpéne de quelques huiles végétales [82].

Argane Olive | Tournesol | Colza | Noisette | Sesam
| Triterpéne (mg/100g) | 170-200 | 100-150 100 76-108 - 180
-: non quantifie

Composes phénoliques.

Les polyphénols attirent de plus en plus I’attention des chercheurs et des industriels en raison de
leur importance. En effet, jusqu’a maintenant, on considérait ces molécules comme intéressantes
pour I’organisme, tant au niveau nutritionnel que pour la santé [86].

Mais les progres des techniques d’analyses chimiques, de génie génétique et des biotechnologies
en général, ont permis une nouvelle approche de ces composes organiques [83]. Ces constituants,

appelés encore « biophénols », sont des substances naturelles aux propriétés antioxydantes.

Hydrocarbures

Les hydrocarbures sont constitues principalement de squalene. Nombreuses études ont montré
I’action du squaléne appliqué localement ou administré par voie systémique sur des cancers de la
peau, du colon et du poumon, chimiquement induits chez la souris [80]. Le squaléne agit aussi
comme puissant piégeur de radicaux d’oxygene réactif a la surface de la peau humaine. Dans des
mod¢les animaux, le squaléne parait également jouer un réle important pour la santé de I’ceil, et
en particulier sur les batonnets rétiniens. Par ailleurs, plusieurs équipes ont montré que la
capacité d’excrétion des toxines, comme la strychnine ou 1’hexachlorobenzéne, s’accroit chez les
animaux auxquels on apporte du squaléne, mais certains de ces effets ne se manifestent qu’a tres
hautes doses [80]. Ces données sont en faveur de I’utilisation de I’huile d’Argane et I’huile

d’Olive a des fins thérapeutiques.

Tableau 8 : Teneur des hydrocarbures de quelques HV.

Argane | Olive | Soya | Colza | Noisette | Tournesol | Sesam

Hydrocarbure (mg/100g) 320 400-450 - | 35-44 - 15-20 200

Composés phosphorés ou phospholipides.

Les phospholipides sont des composés naturellement présents dans les huiles végétales. 1ls sont
constitués d’une molécule de glycérol estérifiée en 1 et 2 par des acides gras et en 3 par un acide
phosphorique lui-méme associé a un sucre (inositol) ou une amine. On parle alors de

phosphatidylcholine (Iécithine), phosphatidyléthanolamine et phosphatidylsérine.
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Les teneurs en phospholipides des huiles brutes dépendent du mode de trituration employée et
surtout de la matiére premiére. lls sont pratiquement absents dans les huiles concretes (palme,
Palmiste et coprah), elles peuvent représenter 3% dans 1’huile de soja et 1.5% dans celle de
tournesol et de colza [72].

En raison de leur polarité (hydrophilie liée & la fonction aminée ou phosphore et hydrophobie
liée aux AG), les phospholipides jouent un réle majeur dans les constituants des interfaces
membranaires, de transporteurs d’acides gras et d’émulsifiants [91]. Ces mémes propriétés font
que les phospholipides sont trés employés dans de nombreuses agro-industries et qu’ils entrent
dans la fabrication de produits alimentaires (chocolat, margarine, glace...), pharmaceutiques et
cosmétiques. Aussi dans certains cas, les phospholipides contribuent a une amélioration de la
stabilite oxydative des huiles et des graisses [92].Ces phospholipides agissent en synergie
comme antioxydants dans les huiles végétales [93].

-Cire :

Les cires sont des acides gras et alcools gras, chez les végétaux, elles contribuent a la formation
de pellicules protectrices des graines et des fruits. Dans les huiles, surtout le tournesol, leur
présence est responsable de D’apparition de trouble par début de cristallisation a basse
température ou a température ambiante

-Pigments :

Les principaux pigments naturels appartiennent a trois grandes catégories :

--Pigments prophyriniques, parmi lesquels les chlorophylles.

--Les caroténoides, parmi lesquels le B-caroténe.

--Les flavonoides et leurs dérives.

Les caroténoides et les chlorophylles contribuent a la couleur des huiles.

--Caroténoides.

Les caroténoides sont des pigments naturels. Ils sont a I’origine de teintes brillantes, jaunes,
oranges et rouges. Ce sont des tétra-terpénes provenant de 1’évolution du lycoperséne, ils
comprennent les caroténes et les xanthophylles et chlorophyilles.

Les caroténoides et plus particulierement le trans p-caroténe, sont des précurseurs de la vitamine
A. Les HV non raffinées en contiennent en général de faibles quantités 10 mg/100g. Ces
pigmentscontribuent & la coloration de I’huile. A titre indicatif, I'huile de palme est
particuliérement riche en caroténes 500 a 800 mg/kg, ce qui induit une coloration foncée. L’huile
de colza contient environ 95 mg/kg de caroténoide. Une grande partie des caroténoides sont

éliminés pendant le raffinage et se trouvent réduits @ moins de 1 mg/kg [94]. L’huile d’argan doit
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sa coloration rougeatre a sa teneur élevée en pigments caroténoides, représentés essentiellement
par les xanthophylles 500 mg/kg [87].

--Caroténe.

Le carotene est un terpene, pigment de couleur orange, important pour la photosynthese. Le
caroténe est le dimere de la vitamine A et se présente sous deux formes : o et 3-caroténe.
--Chlorophylles.

Les chlorophylles font partie d’un groupe de pigments tétra-pyrroliques avec des fonctions et des
éléments structuraux communs. Elles sont caractérisées par un iso-cycle a cing membres et par la
présence d’un atome de magnésium complexé a leur centre. Les plus répandues et également les

plus étudiées sont les chlorophylles "a” et "b"[81].

V. Intérét et usage des huiles végetales selon leur composition.

Les huiles ont des compositions et des proprietes differentes. Leurs interéts et leurs usages sont
donc complémentaires [76]. Les huiles riches en acides gras mono-insaturés sont réesistantes a la
cuisson. Les huiles riches en acides gras poly-insaturés omega 6, de type huile de tournesol, ont
un usage mixte, cuisson et assaisonnement ; ce sont souvent de bonnes sources de vitamine E.
L’huile d’argane vierge est riche en acide gras oleique, linoléique, composés mineurs ainsi son
aréme de noisette. Elle a non seulement attiré les fabrications de cosmétique, car elle est réputée
pour ses propriétés hydratantes, régénérantes et antirides. Les huiles riches en acide alpha
linolénique, telles que colza, noix, soja et germe de blé, permettent d’accroitre la consommation
de cet acide gras grace a son effet nutritionnel. L’huile de colza convient parfaitement a
I’assaisonnement. Les huiles riches en acides gras saturés sont trés stables au chauffage et peu ou
pas oxydables, c’est le cas de I’huile de palme. Son point de fusion s'‘¢léve et sa stabilité lui

permet des usages technologiques multiples.

V1. Donnees toxicologiques.

Les huiles sont présentées, généralement comme « sans danger ». Mais ces substances naturelles
sont aussi des composés puissants. Par leur composition chimique complexe, les huiles doivent
étre utilisées avec une extréme prudence, du fait qu'elles peuvent présenter de trés graves dangers
lors d'une utilisation aléatoire autonome. Les effets toxiques d’une huile varient

considérablement selon sa nature.
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En regle générale, les huiles ont une toxicité aigué, faible ou trés faible par voie orale : une DL50
comprise entre 2 et 5 g/kg pour la majorité des huiles couramment utilisées (anis, eucalyptus,
girofle, etc.) d'autres ont une DL50 inférieure a 1g/kg : I'huile de boldo 0.13 g/kg ; I'essence de
moutarde 0.34 g/kg ; les essences d'origan et de la sarriette 1.37 g/kg ; les huiles du basilic, de
I'estragon et de I'nysope 1.5 ml/kg. Tandis que la toxicité chronique est assez mal connue [95].
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PARTIE Il : Capacite biochimique, proprietes et
parametreselectrochimiques.

La démarche d’appréciation du pouvoir chimique, biologique et propriétés anti-corrosion
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I. Propriétés biologiques

I.1. Propriétés antibactériennes

Parmi les étres vivants du regne animal, un grand peuplement de microorganismes est quasi
présent dans différents écosystéemes de notre environnement aquatique, terrestre et aussi dans
notre corps. Ces microorganismes sont des bactéries, des virus, des champignons et des parasites.
Les bactéries sont innombrables, elles exercent des actions bénéfiques (exemple : bactéries
fertilisantes du sol), mais d'autres peuvent provoquer des infections chez les plantes, les animaux
et également chez I'homme [96]. Le traitement des infections microbiennes humaines se base
principalement sur I’'usage des antibiotiques ATB et les antifongiques. La prescription, a grande
échelle, parfois inappropriée, a entrainé la sélection des souches résistantes d'ou 1’importance
d’orienter les recherches vers de nouvelles voies et surtout vers les végétaux qui ont toujours
constitué une source d’inspiration de nouveaux médicaments [97]. La derniére décennie a été
connue par la recherche de molécules thérapeutiques issues de produits naturels a base des
plantes [98]. En effet, les huiles extraites des plantes ont évoqué un intérét en tant que sources de
produits naturels alternatifs pour la guérison de nombreuses maladies infectieuses [99]. Ces
produits synthétises par des vegétaux sont considérés comme métabolites secondaires utilisés
comme substances aromatiques en parfumerie, en cosmétique ou comme agents antimicrobiens
en médecine populaire, en aromathérapie et en industrie alimentaire [100]. Plus encore et face au
probleme soulevé depuis plusieurs années par la résistance des bactéries, le seul choix fiable a
I’'usage des ATB semble étre celui des extraits des plantes connues de facon expérimentale
depuis des siécles, leur efficacité anti-infectieuse a été scientifiquement démontrée in vitro et in
vivo [101]. En effet, I’activité antimicrobienne peut étre létale (ou bactéricide) ou menant a une
inhibition de la croissance (bactériostatique) car I’activité biologique d’un extrait végétal est lice
a sa composition chimique, aux groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools,
phénols, composes terpéniques et cétoniques) et a leurs effets synergiques [102]. Le mécanisme
d’action de I’antibactérien n’est le méme au niveau des sites cellulaires, car le mode d’action de
I’extrait végétal dépend en premier lieu du type et des caractéristiques des composants actifs, en
particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la double couche
phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne, cela peut induire un changement de
conformation de la membrane, une perturbation chimiosmotique et une fuite d’ions K*. Ce

mécanisme a été observé avec ’huile de I’arbre a thé sur les bactéries Gram™ S aureus et Gram E
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coli et levure C albicans in vitro. Certains composés phénoliques d’origine végétale interférent
avec les protéines de la membrane des micro-organismes comme 1’enzyme ATPase, soit par
action directe sur la partie hydrophobe de la protéine, soit en interférant dans la translocation des
protons dans la membrane prévenant la phosphorylation de I’ADP. Le mode d’action des extraits
dépend aussi du type de microorganismes en général, les bactéries Gram™ sont plus résistantes
que les Gram®* grace a la structure de leur membrane externe. Ainsi, la membrane extérieure des
Gram’ est plus riche en lipopolysaccharides et en protéines que ceux de Gram+ qui la rend plus
hydrophile, ce qui empéche les terpénes hydrophobes d’y adhérer. Néanmoins, certains
composés phénoliques de bas poids moléculaire comme le thymol et le carvacrol peuvent adhérer
a ces bactéries [103].

1.2.Quelques travaux antérieurs concernant I’activité biologique.

De nombreuses études traitent de 1’activité antimicrobienne des essences aromatiques, ces
travaux enregistrent et renforcent des résultats relatés auparavant, pour expliquer les modes
d’actions des composés chimiques comme le cas du thé désinfectant buccal, des huiles de L
multiflora et de ses principaux composants contre un large éventail de micro-organismes de la
flore buccale [104], des antioxydantes in vitro des extraits de plusieurs espéces de thymus

récemment étaient signalés et la composition en huile de T pectinatus a été étudiée [105].

1.3. Principes actifs biologique [102].

Les composés phénoliques (cas du Thymol, Carvacrol et Eugénol) ont le plus grand pouvoir
d’efficacité antibactérien, ils entrainent des lésions irréversibles sur les membranes et sont utiles
dans les infections bactériennes, virales et parasitaires, quelle que soit leur localisation. En effet,
le thymol et ’eugénol sont responsables des activités fongicides et bactéricides des huiles qui en
contiennent. La molécule de thymol exerce un effet inhibiteur et létal sur différentes souches en
détruisant les souches E coli et S aureus, sur lesquelles elle provoque des fuites d’ions
potassium. Les alcools avec 10 atomes de carbone (ou mono terpénols) viennent immédiatement
aprés les phénols, en termes d’activité bactérienne, avec le géraniol, linalool, thujanol, myrcénol,
terpinéol, menthol et pipéritol. Les aldéhydes sont également quelque peu bactéricides ; les plus

couramment utilisés sont le néral et le géranial (des citrals), le citronnellal et le cuminal. D’autres
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études fondamentales ont aussi montré que les alcools et les lactones sesquiterpéniques avaient

une activité antifongique.

I.4. Type de microorganismes.

En général, les différents microorganismes n’ont pas une sensibilité similaire vis-a-vis des huiles.
Les champignons montrent généralement une sensibilité supérieure par rapport aux bactéries.

Les bactéries Gram™ apparaissent plus résistantes que les Gram™ vis-a-vis des huiles [106].

1.5. Méthodes d’évaluation de I’activité biologique.

Un apergu bibliographique montre la quasi-utilisation des méthodes d’analyse utilisées est la

diffusion sur disque, dilution d'agar et dilution de bouillon.

Techniques d’évaluation de [’activité antibactériennes.

Méthode de I’aromatogramme [107].

Elle est appelée la méthode de Vincent [108] ou encore méthode de diffusion dans la gélose
[109]. Elle permet de déterminer la sensibilité des différentes especes bactériennes vis-a-vis des
extraits a bases d’une plante donnée [110]. Elle consiste a placer dans une étuve a 37.5°C, dans
des conditions optimales de culture, les germes pathogenes se développant rapidement sur le
milieu nutritif. Des petits disques de papier buvard imprégné de différents extraits a tester sont
ensuite disposés dans la boite envahie par le germe a tester. Aprés un temps d’incubation dans
I’étuve a 37.5°C, le diamétre du halo d’inhibition entourant les disques est alors mesurédonne

une indication précise de I’activité antibactérienne des huiles utilisées [102].

Méthode de puits.

C’est une technique de diffusion sans disque, qui permet la réalisation des puits dans la gélose.
Cette cavité est ensuite remplie d’un volume donné de I’extrait a tester qui va diffuser dans la
gélose et on procéde, apres incubation, la mesure du diamétre de la zone d’inhibition comme

dans la technique précédente [110].
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Figure 11 : Boite gélosé avec des puits pour étre inoculés avec des inhibiteurs.

Boite de pétri

Gélose milieu
de culture

Etape 1: Ensemencement de la gélose en nappe parinoculum Etape 2: Dépdt aseptique d'un disque imbibé de substance
(huile essentielle ou extrait...).

- Z»

—— Croissance microbienne

Etape 3 : Lecture de la zone inhibition

Figure 12 : Illustration des étapes de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri.

Méthode de dilution, détermination des CMI et CMB (méthode standardisée de micro-dilution).

La méthode par dilution a pour but d’évaluer des concentrations minimales inhibitrices CMI.
Elle détermine la plus faible concentration d’un agent antimicrobien, nécessaire pour inhiber la

croissance d’un microorganisme et CMB qui détermine la concentration minimale d’un agent

antimicrobien bactéricide.

En effet, la CMI correspond a la premiere dilution ou la croissance est négative (pas de culture
visible), la suspension de la cupule correspondante est inoculée sur la gélose pour déterminer
I’activité exercée par I’extrait sur les souches testées, ou leurs croissances correspondantes a

Iactivité bactériostatique, tandis que I’effet bactéricide est révélé par une gélose claire apres

incubation [111].
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Les CMI sont determinées par la méthode standardisée de micro-dilution en milieu liquide.
L’étude est réalisée en microplaques en matiére plastique comportant 96 puits a fond « U » (8
rangées de 12 puits numérotés de 1 a 12) en bouillon Mueller- Hinton, avec un inoculum
bactérien final de 5.10°cfu/ml, selon les recommandations de la CA-SFM. Les microplaques sont
incubées 18 h a 37°C en aérobiose.

Les dilutions d’échantillons ont été distribuées dans les cupules en partant de la concentration la
plus forte 250 pg/ml a la plus faible 1.95 pg/ml. Les dilutions de I’huile essentielle ont été
réalisées dans le DMSO a 10%.

100yl de bouillon de Mueller-Hinton+
100yl de I'huile essentielle dilué dans DMSO+

mmuggoooooooﬁdoA
olelelo/elel0l0/0l0
OOO0OO0OOO0OOO
ol0lolel0l0/0l0]0l0/0l0 L
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OOOOOOOOOOO0F
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Figure 13 : Schéma d’utilisation d’une microplaque.

Méthode de dilution de bouillon.

Elle est utilisée aussi pour déterminer les concentrations minimales inhibitrices. Une gamme de
dilution de I’huile est additionnée a une série de tubes contenant un milieu de culture liquide, de
composition convenable. Apres inoculation des espéces microbiennes étudiées et incubation dans
les mémes conditions, la concentration minimale inhibitrice est indiquée par le tube de la dilution
a partir de laquelle aucune croissance microbienne n’est constatée. C’est-a-dire qu’aucune

turbidité ou trouble n’est observé dans le milieu [112,113].

Evaluation de [’huile et de I’extrait par [’activité antifongique.
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En genéral, les méthodes d’évaluation de I’activité antifongique sont rapides, moins colteuses et
faciles a réaliser. L activité contre les mycétes filamenteux peut étre évaluée par la méthode de
diffusion et de la dilution [114,115].

Activité antimicrobienne des polyphénols.

Les polyphénols, des flavonoides, des acides phénoliques et des tannins ont recu plus d’attention
en raison de leurs activités antimicrobiennes (voir tableau 9). Il est rapporté que lactivité
antimicrobienne des composants phyto-chimiques des extraits, peut étre exercée par différents
modes d’action au niveau cellulaire en raison de leur nature chimique et de leur quantité, [116].
Des propriétés ont été utilisées pour développer de nouveaux agents de conservation des aliments
naturels, ou de développer des thérapies innovantes pour le traitement des maladies infectieuses
[117].

L’activité antimicrobienne des tanins hydrolysables bien connue, car ils sont capables de
précipiter des protéines et/ou supprimer des cofacteurs métalliques a travers leur forte affinité
pour les ions métalliques, agissant comme une barriére microbienne.

L’activité antimicrobienne des tannins condenses, expliqué par plusieurs mecanismes, telle que
la déstabilisation de la membrane cytoplasmique, la perméabilisation de la membrane cellulaire,
I’inhibition des enzymes microbiennes extracellulaires, des actions directes sur le metabolisme
microbien, la privation des substrats nécessaires a la croissance microbienne, en particulier les

micronutriments minéraux essentiels tels que le fer et le zinc (par la chélation des métaux) [118].

Tableau 9 : Activités antimicrobiennes des principaux polyphénols sur les germes sensibles [119]

Polyphénols Activités Germes sensibles
-Vibrio cholerae, Streptococcus mutans, Campylobacter jejuni,
Clostridium perfringes, Ecoli, Bacillus cereus, Helicobacter pylori,
Flavonoides : -Antibactérienne. Saureus, L acidophilus, A naeslundii, P oralis, P gingivalis,
-Flavan-3-ol Pmelaninogenica, F nucleatum, Kpneumonia.
-Flavonol -Antivirale. -Adenovirus, Enterovirus, Flu virus
-Antifongique. -Calbicans, Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes,
Trichophyton rubrum
Acides -Antibactérienne. -S aureus, L monocytogenes, E coli, P aeruginosa.
phénoliques.
Tannins -Antibactérienne. -S mutans, E coli, S aureus
Condensés. -Antivirale. -Virus Influenza A, virus herpés simplex type -1 (HSV).
Tannins -Antibactérienne. -Salmonella, Staphylococcus, Helicobacter, E coli, Bacillus,
Hydrolysables Clostridium, Campylobacter, Lysteria.
-Antivirale. -Epstein-Barr virus, Herpes virus HSV -1 et HSV -2.
-Antifongique. -C parapsilosis.

52



Synthese bibliographique

I1. Capacité antioxydante

Le monde d’aujourd’hui a connu des situations pathologiques telles que le vieillissement et le
cancer par oxydation directe et indirecte sur la peroxydation des lipides des denrées alimentaires
par I’accumulation des molécules radicalaires dans I’organisme, qui détériore les molécules
vitales biologiques a savoir I’ADN, les lipides, les protéines et les glucides. Les chercheurs, les
industriels de I’agroalimentaire, du cosmétique et pharmaceutique, s’intéressent énormément aux
substances naturelles pour I’application en produit de consommation toute en évitant 1’utilisation
des produits synthétiques, pour remédier a ce probléme et mettre en évidence le rdle tragique du
processus oxydatif incontr6lable, induit par les espéces réactives oxygénées ERO [120]. La
pathologie est définie donc par un déséquilibre de la balance pro oxydant antioxydant aboutissant
a un stress oxydatif néfaste aux cellules de I’organisme di & une production excessive de
radicaux libres. Généralement des metabolites secondaires comme les polyphénols jouent un réle
important dans la santé humaine vis-a-vis des maladies pernicieuses (cancer), ces Composés qui
sont representés particulierement par la famille des flavonoides sont largement recherchés pour
leurs propriétés biologiques comme antioxydantes, anti-inflammatoires, antiallergiques et
anticarcinogenes. Afin de stopper les réactions radicalaires en neutralisant les radicaux libres
(structures phénoliques avec la présence des groupements hydroxyles), par une activité des
antioxydants en utilisant 1’exploitation des plantes comme source de principes actifs
inexhaustible et renouvelable. Ces métabolites forment donc un absolu réservoir de composés de
grande diversité chimiques, possédant un immense potentiel d’activités biologiques, dont
I'évaluation de ses activités demeure une tache tres intéressante qui peut faire l'intérét de
nombreuses études [121].

D’ou, une importance convenue aux composés naturels issus de plantes possédants des
propriétés antioxydantes et qui sont activement testées, et définir ’antioxydant, comme toute
substance, avec une concentration inférieure a celle du substrat oxydable, qui est capable de
retarder ou de prévenir ’oxydation de ce substrat [122]. Les antioxydants sont des composés
puissants qui peuvent neutraliser les radicaux libres impliqués dans la dégradation cellulaire, en
gardant la vie cellulaire active et saine. Les antioxydants sont fabriqués par le corps humain,

d’autres telles les vitamines et polyphénols, sont apportés par notre alimentation [123].

I1.1. Détermination du pouvoir antioxydant.
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L'oxydation, est une réaction d'oxydoréduction qui déplace des électrons d'une substance vers un
agent oxydantpour la production des radicauxlibres. Un antioxydant, est une molécule qui retarde
ou inhibe l'oxydation d'autres substances chimiques a leur contact. Leur propriété se trouve
beaucoup dans les familles des thiols et des phénols [124]. Les plantes et les animaux utilisent et
produisent de nombreux antioxydants pour se protéger, tels le glutathion, la vitamine C et la
vitamine E, ou des enzymes telles la catalase, le superoxyde dismutase et certaines peroxydases,
une déficience ou une absence de production d'enzymes antioxydantes entraine un stress oxydatif
[125].

Parmi les méthodes d’évaluation, d’apres les recherches bibliographiques, il apparait nettement
la nécessité de plusieurs méthodes pour déterminer les propensions antioxydants in vitro et in
vivo, afin de donner une prévision compléte de I’efficacité antioxydante. L’utilisation de plus
d’une méthode est donc essentielle et nous avons choisi le test du 2,2-diphényl picrylhydrazyl
DPPH, en évaluant I’activité antioxydante de maniere dynamique avec des radicaux actifs sur le
plan pathologique, le test de 1’acide 2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique ABTS et

le test de la réduction du pouvoir antioxydant FRAP.

Tableau 10 : Différentes méthodes d’évaluation de ’activité antioxydante utilisées [126]

Méthode de I’évolution de I’activité antioxydante « in vitro »

Tests DPPH [127] ABTS [128] FRAP [129]
Mécanisme *Transfere d’électron majoritaire. *Transfére d’¢lectron ou de *Transfere
réactionnel. proton. d’électron.
Nature des
molécules *Hydrophiles et lipophiles. *Hydrophiles etlipophiles. *Hydrophiles.
testées.

Expression *IC50 et/ou en mg ou pmol *IC 50 et/ou en mg ou pmol *En mg ou pmol
des résultats. | équivalent Trolox. équivalent Trolox. équivalent Fe?*,
Avantages. *Tres facile a mettre en ceuvre. Peu couteux. *Trés facile a
mettre en ceuvre.
Inconvénients | *Encombrement stérique de *Forte dépendance au pH et au
molécules a hauts poids moléculaires. | solvant. Radical inexistant
eInterférences possibles a 515 nm. in vivo.

11.2. Généralité sur les métabolites secondaires.

Le processus métabolique est lié aux conditions vitales de la plante, car elle doit faire face a de
multiples agressions de I’environnement a savoir les prédateurs, les microorganismes
pathogenes, etc. Donc la plante développe un métabolisme particulier lui permettant de

synthétiser des substances pour se défendre, appelées les métabolites secondaires [130].

11.2.1. Définition du stress Oxydant.
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Parmi les radicaux libres, ERO, sont produites en permanence par notre organisme (role
physiologique) mais un systeme efficace de défenses antioxydantes (vitamines, enzymes,
oligoéléments) ce qui permet de réguler cette production, afin de prévenir tout dégat cellulaire
excessif [131]. Le stress oxydant, se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance
entre les pros oxydants et les antioxydants en faveur des premiers, ce qui conduit a des dégats

cellulaires irréversibles [132].

Tableau 11 : Principales especes oxygénées réactives genérées dans les systémes biologiques

[133].

Nom |  Symbole
Espéces radicalaires
Anion superoxyde o

2
Radical hydroxyle OH'
Monoxyde d’azote NO'
Espéces non radicalaires
Peroxyde d’hydrogéne HZO2
Acide hypochlorique HOCI
Oxygene singulier 0

2
Peroxynitrite ONOO

11.2.2. Classification des antioxydants.

Les antioxydants sont classés généralement par leur mécanisme d’action ou par leur nature

chimique.

Antioxydants primaires.

Ce sont des piégeurs des radicaux libres qui peuvent inhiber la réaction d’initiation et la
propagation de 1’oxydation en participant au processus d’oxydation et en convertissant les
radicaux libres vers leurs formes inactives. lls sont généralement des composés phénoliques AH
capables de donner un atome d’hydrogene au radical libre et le transformer en un composé stable
non radicalaire. Un piégeur du radical libre, méme a des concentrations faibles, entre en
compétition avec les lipides pour rendre le radical libre inactif par I’intermédiaire d’une réaction

de libération d’un électron, suivie d’une déprotonation [134].
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Antioxydants secondaires.

Les antioxydants secondaires sont généralement reliés a I’inhibition de facteurs initiant
I’oxydation. Ces antioxydants incluent des chélateurs de métaux pro oxydatif, des désactivateurs
de I'oxygéne singulet, des piégeurs de la molécule d’oxygeéne, inhibiteurs des enzymes pro-
oxydative, enzymes antioxydantes et destructrices des hydroperoxides. Parfois, quelques
antioxydants peuvent exercer plusieurs fonctions antioxydatives, par exemple, I’acide ascorbique
peut étre un piégeur du radical libre, désactivateur des oxygeénes singulets dans une solution
aqueuse et effectivement régénéré du tocophérol. De méme, plusieurs flavonoides sont des
piegeurs de radicaux libres et chélateurs de métaux [135].

R.libres primaires R.libres organiques

¥ ROO
0, _5@ > PR OO ——: ROO'
’ f ) ?‘ROO'

Antioxydants primaires Antioxydants organiques
(S0D ; Catalase ; Peroxydase)  (Vitamine E/C ; Gluthathion ; Polyphénols)

Figure 14 : Systéemes de défense contre les radicaux libres [136].

Antioxydants naturels.
L’organisme posséde des systémes de defense tres efficaces, sont les antioxydants enzymatiques

et les antioxydants non enzymatiques [136].

0, »0;' » 1, o,———> H,0 +40,

NADP
X G6PD
H,0 GSSG NADPH

Figure 15 : Etapes de la défense enzymatique contre les espéces réactives de 1’oxygene.

-Superoxydes dismutases SOD.
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La famille des superoxydes dismutases comporte trois isoformes (SOD1, SOD2, SOD3) dont le
role est la dismutation de deux anions superoxydes en especes oxygénées moins reactives que
sont H20- et 02 [137]. L’activité des SOD est dépendante des apports nutritionnels en cuivre et a
un moindre degré en zinc [138].

-Catalases.

Elles réduisent le peroxyde d’hydrogéne H2O2 en libérant de ’oxygene et de I’eau. Elles sont
localisées surtout dans les peroxysomes. Elles n’éliminent pas la totalit¢é du peroxyde
d’hydrogéne, mais leur role est trés important surtout en présence d’ions ferreux [139].
-Glutathions peroxydases et réductases GSHP.

Ces deux enzymes sont localisées dans le cytosol et dans les mitochondries de la cellule. Le réle
du glutathion peroxydase GPx est de réduire d’une part le peroxyde d'hydrogéne en molécule
d’eau, et d’autre part les hydroperoxydes organiques ROOH en alcools. Cette réaction, demande
I’intervention de deux molécules de glutathion GSH, celles-ci se transforment en glutathion-
disulfure GSSG [140]:

Le glutathion réductase GR, quant a elle, a pour r6le de regénérer le GSH a partir du GSSG. Au
cours de cette réaction, le glutathion réductase utilise un cofacteur, le NADPH

Cette réaction produit du NADP* qui sera régénéré en NADPH pour une utilisation ultérieure,

par une autre enzyme, le G6PD (glucose-6-phosphate-deshydrogénase)

Antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart de ces composants ne sont pas synthétises
par I’organisme et doivent étre apportés par I’alimentation (les oligoéléments, le glutathion réduit
GSH, les vitamines E et C et les polyphénols) H20s.

-Vitamine E

La vitamine E, désigne un groupe de nombreux composants présents dans la nature : les a-, -, -
et d-tocophérols et tocotriénols [141]. Elle intervient directement au niveau des membranes
biologiques ou elle piege les radicaux libres avant gu'ils n'atteignent leurs cibles [142]. La
vitamine E étant liposoluble, elle se fixe aux membranes et peut ainsi séquestrer les radicaux

libres empéchant la propagation des réactions de peroxydation lipidique [143].
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HO,

a-Tocophérol (vitamine E)
-Vitamine C (acide ascorbique).
La vitamine C, ou acide ascorbique, est I’antioxydant hydrosoluble majeur [144]. Elle se trouve
dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire, elle peut capter directement 1’0O2™ et ’OH". Elle
peut aussi réduire le radical a-tocophérol et ainsi permettre une meilleure efficacité de la
vitamine E [143].

HO |=| o )
HO\/‘;-_“? =)
(R) (12)

HO (@18

Acide 1. ascorbique
(vitaminc )

-p-carotene.

La B-caroténe est apportée par I’alimentation. Elle est douée de plusieurs capacités, elle est
leprécurseurde la vitamine A, elle capte I’oxygene singulet sous faible pression d’oxygéne et,
avec les autres carotenoides, elle a le pouvoir de terminer les réactions en chaine de lipo-
peroxydation. Elle protége les structures cellulaires contre ’agression oxydante et s’oppose a la
génotoxicité de nombreux agents [145]. La présence de nombreux doubles liaisons au sein de
leurs structures en fait des antioxydants reconnus, notamment par leur effet protecteur vis-a-vis
des radiations solaires (UVA) [146].

NN N NN NSNS

p-Caroténe
-Glutathion.

Le glutathion joue un réle majeur dans la protection des lipides, des protéines et des acides
nucléiques contre 1’oxydation [147]. En situation de stress oxydant, son rdle protecteur et
détoxifiant résulte principalement de sa fonction de coenzyme des GSHPX. Il fait aussi I’objet
d’interactions synergiques avec d’autres composants du systeme de protection antioxydante telle

que la vitamine C ou la vitamine E [148].
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SH

| COOH
HOOC N

NH, H 0

Glutathion
-Oligoéléments.
Le cuivre, le zinc, le manganese, le sélénium et le fer sont des métaux essentiels dans la défense
contre le stress oxydant. Toutes les enzymes antioxydantes requierent un cofacteur pour
maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale a besoin de manganése, la SOD
cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de fer et la GPx de sélénium [149].
-Composés phénoliques issus des végetaux.
Les polyphénols suscitent depuis une dizaine d’années un intérét croissant de la part des
nutritionnistes, des industriels de 1’agroalimentaire et des consommateurs pour une des raisons
principales qui sont la reconnaissance de leurs propriétés antioxydantes et ainsi leur implication
probable dans la prévention des diverses pathologies associées au stress oxydant. Les plus

représentes sont les anthocyanes, les flavonoides et les tanins [150].

Antioxydants synthétiques.

Dans I’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tels que le butylhydroxyanisole
BHA, butylhydroxytoluéne BHT, gallate propylée PG et le tétrabutylhydroquinone TBHQ, sont
largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins chers que les antioxydants naturels.
Cependant, leur sécurité est tres discutée car ils génerent un besoin de recherche comme matiere
de substitution d’aprés des sources naturelles comme antioxydantes de la nourriture [151].
Cependant, il a été montré que ces antioxydants de synthése pouvaient étre toxiques [152]. En
effet, le BHA convertirait certains produits ingérés en substances toxiques ou carcinogenes en
augmentant la sécrétion des enzymes microsomales du foie et des organes extra-hépatiques

[153]. Le BHT présenterait des effets carcinogenes chez le rat [154]

oH OH
OH

McO
Butylhydroxyasisole Butylhydroxytoluéne Tetrubutylhydroguinone

59



Synthese bibliographique

Plusieurs antioxydants synthétiques et quelques composes naturels (tocophérol, acide ascorbique,
Béta-caroténe) sont officicllement autorisés pour I'utilisation alimentaire. Leur présence s’avére
également nécessaire au sein des produits pharmaceutiques et de cosmétiques afin d’éviter leur
dégradation. Cependant, des études toxicologiques ont jugé certains antioxydants synthétiques
comme sources de danger [155].

Composés phénoliques.

Les composés phénoliques, sont divers effets sur la physiologie végétale par leurs actions
antibactériennes et antifongiques. Ils participent a la pigmentation des fleurs, des légumes et de
quelques fruits, certains d’entre eux sont responsables d’amertume et d’astringence [156].
-Acides phénoliques.

Ils ne possedent pas de squelette flavane. Ils sont solubles dans 1’éther. Ils peuvent étre associés a
la lignine, présents sous forme d’ester, ou bien localisés dans la partie de la feuille insoluble dans
I’alcool. On distingue : les dérivés de I’acide benzoique(constituésd’un squelette a sept
carbones). Les dérivés d’esters hydroxycinnamiques (constitués d’une structure du type C6-C3)
[157].

-Acides benzoiques.

COOH COOH COOH

l\
| N (\\ |
Q \(/ OH ./ OMc

O OH OH
pehydroxybenzoigques Protocatéchiques

>

Vanilliques

COOH COOH COON

P ©/( '”
HO OH MeO = OMe

OH OH
Galliques Syringiques Salyciligues

COOM COOH

I =
= O

HO
o-hydroxybenzoiques Gontisiques

Figure 16 : Quelques dérivés de I’acide hydroxybenzoique [158]
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-Acides cinnamiques.
Ces acides possédent une structure du type C6-C3. Les composés les plus fréquents sont l'acide

p-coumarique, l'acide caféique, I'acide fertarique et l'acide cinnamique [158].

N ~ COOH A "‘\\ /“’“”
.// \\// N 7 TR =

] H
= /Lwy’/ \cide caféique "\/ Acide cinnamique

O \/\\\v/"."'”
:m’(://

Acide p-coumarique
-Coumarines.
Les coumarines ont différents types, se trouvent dans de nombreuses especes vegétales et
possedent des propriétés tres diverses. Elles sont capables de prévenir la peroxydation des lipides
membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles [159].

R

Coumarine

-Quinones.

Ce sont des substances colorées et brillantes, en général rouge, jaune ou orange et possedent
deux fonctions cétones. On trouve les quinones dans les végetaux, les champignons, les bactéries
[130].

-Tanins.

Les tanins, sont divisés en deux groupes : les tanins condenses, formés de pro anthocyanidines
(sous forme d'oligomeres) et les tanins hydrolysables, esters des acides phénols et de glucose.

Les tanins condensés (flavan-3-ols) : appelés aussi polyphénols ou pro anthocyanidine, sont
largement répandus dans Il'alimentation humaine. Ces tanins sont des oligomeres ou polyméres
de flavan-3-ols qui ont la propriété de libérer des anthocyanes en milieu acide a chaud par
rupture de la liaison inter monomeérique [160]. Les formes naturelles monomériques des flavan-
3-ols se différencient par la stéréochimie des carbones asymétrique C2 et C3 et par le niveau
d'’hydroxylation du noyau B. On distingue ainsi les catéchines (dihydroxylées) des

gallocatéchines (trihydroxylées) [161].
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R

/' OH
HIC )m\ ’ R,
OH
Fanins
Afzéléchol Rlct R2=H
Catéchol RI=OHct R2Z=H
Gallocatéchol . RI et R2=0H

Les tanins hydrolysables : sont des esters de glucides ou d'acide phénol, ou de dérivés d'acide
phénol ; la molécule glucidique est en général du glucose, mais dans certains cas des
polysaccharides. Ce groupe de tanins est caractéristique des dicotylédones. Ces tanins en raison
de leurs nombreux groupements OH se dissolvent plus ou moins (en fonction de leur poids
moléculaire) dans I'eau, en formant des solutions colloidales [160], sont constitués d'un noyau
central le glucose et des chaines latérales (en position 1, 2, 3, 4 ou 6 sur le glucose) comprenant 1
a n monomeére(s) d'acide phénol, des liaisons carbone a carbone entre noyaux (liaisons biphényle
réalisées par couplage oxydatif), conduisent a des molécules ramassées plus rigides de solubilite
diminuée dites les tanins ellagiques [161].

-Flavonoides.

Les flavonoides, sont les principaux métabolites secondaires des plantes. Les flavonoides, ont
une origine biosynthétiqgue commune et de ce fait, présentent le méme élément structural de base
(sauf exceptions : chalcones, aurones, isoflavones), a savoir quinze atomes de carbone constitués
de deux cycles en C6 (A et B) reliés par une chaine en C3 (noyau 2-phényl-1-benzopyrane).

Les flavonoides ont une origine biosynthétigue commune dérivant de la voiec de I’acide
shikimique [162].

Ce sont des pigments, responsables de la couleur rouge de différents organes végétaux
flavonoides jaunes (chalcones, aurones, flavonols), des anthocyanosides rouges, bleus ou violets.
On distingue 5 groupes majeurs de flavono : les flavones ; les flavonols (réputés les plus
antioxydants) et les procyanidines ; les anthocyanines ; les hydroxycinnamates (abondants dans
les fruits) ; les flavanones. lls ont tous le méme squelette de base a quinze atomes de carbone qui

sont arrangés a une configuration C6-C3-C6 [163].
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Flavonoide

Tableau 12 : Quelques classes des flavonoides [164]

~ o5 \]]"(M'C-I

)

Groupe de Structure Caractéristique
flavonoide
P Le groupe le plus abondant des composés phénoliques.
S O IIs se différent des flavonols seulement par le manque
Flavones LA d’un OH libre en C3. Ce qui affecte ainsi leur absorption
8 aux UV, mobilité chromatographique et les réactions de
coloration.
Flavonols o " Le groupe le plus abondant des composés phénoliques.

Anthocyanines

L

oH

Repreésente le groupe le plus important des substances
colorées. Ces pigments hydrolysables contribuent a la la
coloration des angiospermes.

Hydroxycinnamates

L}
0\
/O
0

oN
OH

©/\)g.

Sont de puissants antioxydants, mais n'ont pas d'impact
sensoriel sauf lorsque oxydés, ils peuvent former des
pigments bruns qui ont finalement précipité.

Sont caractérisés par 1’absence de la double liaison C2-

Flavanones. O C3.
' Le flavanone le plus abondant est la naringénine, isolée
i pour la premiére fois a partir des écorces de citrus.
-Alcaloides.

Les alcaloides ont un groupe de composés azotés et faiblement basiques issus principalement des

végetaux. lls présentent des réactions communes de précipitation. Apres extraction, ils sont

détectés par des réactions générales de précipitation avec des métaux. La caractérisation de la

présence d'alcaloides peut se faire par précipitation a l'aide de plusieurs réactifs [130].

-Terpénoides (isoprénoides).

Les isoprénoides, sont des composés issus de la condensation d’unités de base a 5 carbones de

type isoprene. On parle également de composés terpéniques ou monoterpene correspondant a des

molécules a 10 carbones formées a partir de deux unités isoprenes. Cette voie de biosynthése

donne naissance a de trés nombreux métabolites secondaires, mais participe également a la
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synthése de composés comme le B-caroténe, les chlorophylles, 1’ubiquinone ou la plastoquinone,

qu’on ne positionne généralement pas dans le métabolisme secondaire [165].

Y

(0]
Isopréne
Le terpénoide le plus simple est un hydrocarbure, 1’isoprene (Cs Hs). lIs sont classés en fonction

de leurs unités isoprene.

Tableau 13 : Quelques exemples de différents types de terpenoides.

N° Différents de terpenoides

1 C5 Hemiterpéne Isopréne

2 C10 Monoterpénes Nero myrcene

3 C15 Sesquiterpénes La chaine de la chlorophylle, vitamine E
4 C20 Diterpénes Huile essentielles

6 C30 Triterpénes Phytostérole

8 C40 Tétraterpenes Caroténoides

>8 >40 Polyterpene Proteine, cytoguinine

-Anthocyanes.

Les anthocyanes terme genéral qui regroupe les anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés. Ces
molécules faisant partie de la famille des flavonoides et capables d'absorber la lumiére visible, ce
sont des pigments qui colorent les plantes en bleu, rouge, mauve, rose ou orange. Leur présence
dans les plantes est donc détectable a l'oeil nu [166]. Leur structure de base est caractérisée par
un noyau "flavon™ généralement glucosyl en position C3. Les anthocyanes se différencient par
leur degré d'hydroxylation et de méthylation, par la nature, le nombre et la position des oses liés
a la molécule. L'aglycone ou anthocyanidine constitue le groupement chromophore du pigment
[161].

Anthocyvanines

11.3. Propriétés pharmacologiques des métabolites secondaires.
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Tableau 14 : Montrant les effets thérapeutiques des métabolitessecondaires.

Meétabolites
secondaires

Effet thérapeutiques

Composés
phénoliques

-Activités antiallergiques, anti-artherogenique, anti-inflammatoire,
hépatoprotective, antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique,
antithrombotique, cardio-protective et vasodilatoire[167].

-Effet antioxydant par la neutralisation des radicaux libres, piégeage de
I’oxygeéne, ou décomposition des peroxydes [168].

-Conservation des denrées alimentaires en empéchant la peroxydation lipidique.
Dans I’industrie cosmétique, ils luttent contre la production des radicaux libres
néfastes dans la santé et la beauté de la peau [169].

-Effet capables d’abaisser la pression artérielle, d’empécher I’oxydation des LDL
(lipoprotéines de faible densité), d’inhiber la prolifération des cellules
musculaires lisses vasculaires, d’empécher I’agrégat [170].

-Implication dans la prévention des maladies dégénératives telles que cancers,
ostéoporose [171].

Acides
Phénoliques
ses dérivés

-Anti-inflammatoires, antiseptiques urinaires, anti-radicalaires, cholagogues,
hépato-protecteurs, cholérétiques, immunostimulants [162]. Antipyrétiques [169].
-L’acide caféique, trés efficace contre les virus, bactéries et champignons [172].
-L’acide gallique a le pouvoir de réduire la viabilité des cellules cancéreuse du
poumon chez les souris in vitro. Anticancéreux telle la cisplatine peut étre un
traitement efficace pour ce type de cancer [173].

-Prévenir les dommages oxydatifs d’ADN cellulaire a une faible concentration et
exerce une forte activité antiproliférative telle que la quercétine sur les cellules
humaines cancéreuses du colon et les cellules épithéliales du foie chez les rats
normaux [174].

Quinones

-Utilisées dans les colorants, dans les médicaments et dans les fongicides [130]
-laxatifs stimulants antidépressives (hypericin), anti-protozoaires, antivirales,
antibactériennes, et antiallergiques [169].

Alcaloides

-Au niveau du systéme nerveux central ils agissent comme dépresseurs
(morphine, scopolamine) ou comme stimulants (caféine, strychnine, ...). Au
niveau du systeme nerveux autonome comme sympathomimétiques (éphédrine),
anticholinergiques (atropine). Certains jouent le role d’anesthésiques locaux
(cocaine), d’antipaludiques (quinine) [130].

Tanins

-Précipiter les protéines (fongiques ou virales) et les métaux lourds. Ils favorisent
la régénération des tissus et la régulation de la circulation veineuse, tonifient la
peau dans le cas des rides [130].

-Anti-nutriments grace aux divers effets nuisibles a savoir la digestion réduite des
aliments, la faible biodisponibilité des micronutriments et les dommages du foie
[175].

-Astringent, vasculo-protectrices, cicatrisantes et anti-diarrhéiques. Les pro
anthocyanidines dimeéres de I’aubépine seraient de bons sédatifs cardiaques [169].
-lls inhibent les ions Cu®* qui catalysent I’oxydation des lipoprotéines dans les
macrophages in vitro [176].

Coumarines

-Chez les patients atteints de cancers avancés car elle est rapidement métabolisée
au niveau du foie en 7-hydroxycoumarine [177].

-Anti-inflammatoires et analgésiques [178].

-Vasculo-protectrices, neurosédatives, diurétiques, stomachiques et carminatives
[169].

-Capter les radicaux hydroxyles, superoxydes, et peroxydes [179].

-Troubles gastriques [180] antivirale [181] antimicrobienne [182].
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-Effets cytotoxiques, Immunostimulantes, tranquillisantes, vasodilatatrices,
anticoagulantes (au niveau du cceur), hypotensives [183].

-Activités cytotoxiques, antivirales, immunostimulantes, tranquillisantes,
vasodilatatrices, anticoagulantes (au niveau du cceur), hypotensives, d’affections
cutanées [184]

-Dans les troubles de la fragilité capillaire, diurétiques, antiseptiques urinaires.
Améliorer la vision nocturne en facilitant la régénération du pourpre rétinien
Anthocyanes [169].

-Inhibent les enzymes protéolytiques de dégradation du collagéne (élastase,
collagénase), vaso-protectrices et antioedémateuse[162].

-Activités cytostatiques, insecticides, anti-inflammatoires, molluscicides et
Terpene analgésiques [162].

Le tableau 14 ci-dessus montre des actions thérapeutiques des metabolites 114" sur la santé
humaine. On remarque que I’utilisation de ces composés chimiques dans le processus

métabolique pour des différentes pathologies.

11.4. Méthodes d’évaluation de I’activité anti-oxydation.

Il existe de nombreuses méthodes de mesure de I’activité antioxydante telle que : méthode
piégeage du radical superoxyde O2°*, méthode piégeage du peroxyde d’hydrogeéne
H>0Osscavengingactivity, méthode piégeage du radical hydroxyle HO® et méthode piégeage du
radical peroxyleROQO®. Dans notre étude, 1’activité anti-oxydation est utilisée par trois méthodes

suivantes :

Piégeage du radical 2,2-diphényl-1picrylhydrazyl DPPH?®.

Le composé chimique DPPH?® (o, a-diphenyl-B-picrylhydrazyle) fut 1’un des premiers radicaux
libres utilisés pour étudier la relation structure activité antioxydante des composés phénoliques
[185], la réduction du radical DPPH par un antioxydant peut étre suivie par spectrophotométrie
UV visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 nm provoquée par la présence des
extraits phénoliques. Le DPPH est initialement violet, se décolore lorsque 1’¢lectron célibataire
s’apparie. Cette décoloration est représentative de la capacité des composés phénoliques a piéger
ces radicaux libres indépendamment de toutes activités enzymatiques. Ce test permet alors
d’obtenir des informations sur le pouvoir anti-radicalaire direct de différentes substances

phénoliques des extraits [186].
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Figure 17 : Réduction du radical DPPH.

Piégeage de I’ABTS (2,2-azynobis- [3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]).

Dans la méthode TEAC (Trolox €quivalent antioxidantcapacity), I’activité antioxydante totale
d’une molécule est déduite de sa capacité a inhiber le radical ABTS™, obtenu a partir de I’ABTS
comparativement a un antioxydant de référence : le Trolox® (acide 6-hydroxy-2,5,7,8-tétra-
méthylchroman -2-carboxylique), dont la structure moléculaire cyclique est similaire a celle de la
vitamine E. L’0btention du radical cation résulte du contact de ’ABTS avec une enzyme de
peroxydation (peroxydase metmyoglobine [187]ou horseradishperoxidase) [188] en présence de
H202 ou d’un oxydant (dioxyde de manganése [135] ou persulfate de potassium) [189]. Le
radical ABTS™, en contact avec un donneur de H" conduit & ’ABTS" et a la décoloration a 734
nm de la solution [190]. La capacité antioxydante en équivalent Trolox®correspond a la
concentration mmole/l ou mg/l de Trolox® ayant la méme activité qu'une méme concentration

unitaire de substance a tester, jus de fruit par exemple [187].
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Figure 18 : Formation et piégeage du radical ABTS*" par un antioxydant donneur de H®.
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Reduction de fer: FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma).

Cette technique a été développée pour mesurer la capacité du plasma a réduire le fer ferrique
(Fe**) en fer ferreux (Fe"). En effet, la Fe® participe a la formation du radical hydroxyle par la
réaction de Fenton. La Fe?* a un pH faible forme un complexe avec la 2, 4,6-tris (2-pyridyl) -1,
3,5-s-triazine (TPTZ) de couleur bleue qui a une absorption maximale a 594 nm. Les valeurs
sont obtenues par comparaison de 1’absorbance a 594 nm du mélange réactionnel contenant
I’échantillon a tester avec celle d’un mélange réactionnel contenant une concentration connue en
Fe?* [129].

La présence des reductants dans les extraits provoque la réduction de fer Fe3*complexe
ferricyanide a la forme ferreuse. Par conséquent, Fe?* peut étre évaluée en mesurant et en
surveillant l'augmentation de la densité de la couleur bleue vert dans le milieu réactionnel a 700
nm. Le systeme F.Cls/KzF¢(CN)s confere a la méthode la sensibilité pour la détermination «semi-
quantitative» des concentrations des polyphénols, qui participent a la réaction redox [191].

| CN CN
INC_ | _CN NC |
. ; 2N
| Ngo”” ‘ A\l - - N gy N \
4 3
NG CN
C

N CN

Fetlll) Fe(ll)

Figure 19 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe ferricyanide
ferrique Fe(l11) et un antioxydant AH.

I11. Inhibiteur de la corrosion
111.1. Généralités.

La corrosion est la destruction des métaux sous l'action des milieux corrosifs, c’est un
phénomeéne suivant lequel les métaux et alliages ont I’aptitude a retourner vers leur état originel
d’oxyde, de sulfure, de carbonate ou de tout autre sel plus stable dans le milieu ambiant, sous
’action des réactifs chimiques ou des agents atmosphériques [192]. La plupart des industries
utilisent massivement les acides dans ses processus de nettoyage ou décapage, comme le cas des
canalisations des puits de pétrole pour I’élimination de dépoéts localisés (la rouille ou dépdts
biologiques, etc) suite de la dégradation corrosive.D’ou de nombreux procédés sont utilisés pour

arréter cette corrosion, tels que, 1’électrodéposition, la phosphatation, le laminage a froid, la
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galvanisation, I’émaillage ou simplement la peinture sur une surface propre, lisse et exempte de
trace de sels ou d’oxydes. Autre processus d’enlévement des dépdts géneurs par I’émergence des
corps métalliques dans des bains acides dans lesquels ’attaque acide entraine la dissolution des
dépdts mais aussi partiellement celle de la surface métallique. Et pour minimiser la dissolution
du métal et la consommation excessive de ’acide, des inhibiteurs de corrosion sont ajoutés au
bain de traitement. Parmi les acides disponibles commercialement, ’acide chlorhydrique est le
plus fréquemment utilisé qui remplace de plus en plus I’acide sulfurique.

Ce chapitre envisage d’étudier I’action de I’acide chlorhydrique sur I’acier C35 sans et avec
addition d’un composé anticorrosif naturel et la mise en valeur les différentes propriétés
multifonctionnelles de notre composé (huileux ou extrait) d’une maniere ¢€lectrochimique et
thermodynamique, ainsi il est possible de déterminer I’évaluation efficacités inhibitrices dans le
processus d’inhibition de la corrosion résultant 1’adsorption a la surface du métal. En effet, les
phénomenes d’adsorption peuvent étre décrits par deux principaux types d’interaction, a savoir
I’adsorption physique et la chimisorption, qui sont influencees par la nature, la charge du métal,

la structure chimique du produit organique et le type d’¢lectrolyte utilisé.

I11.2. Introduction a I’étude de la corrosion.

La corrosion, est une dégradation du matériau ou de ses propriétés par réaction chimique sous
’action de l'environnement [193].

L’inhibiteur de corrosion est une substance chimique qui, ajoutée a faible concentration au
milieu corrosif, ralentit ou stoppe le processus de corrosion d’un métal placé au contact de ce
milieu [111]. Plusieurs processus d’inhibition traduisent le terme inhibiteur comme protecteur
contre la corrosion et peut-étre méme interprété ralentisseur du phénoméne de la dégradation du

matériel.

111.2.1. Conditions d’utilisation.

La corrosion doit répondre par conclusion a un certain nombre de propriétés fondamentales :
-Réduire la vitesse de corrosion d'un métal, sans affecter les particularités physico-chimiques,
surtout la résistance mécanique (par exemple, risque de fragilisation par I'hydrogéne en milieu
acide) ;

-La stabilité en présence des autres constituants du milieu, en particulier vis-a-vis des oxydants ;

-Etre invariable aux températures d'utilisation ;
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-Etre efficace a faible concentration ;
-Etre acceptable avec les normes de non-toxicité ;

-Etre peu onéreux pour espérer déboucher sur des valorisations industrielles.

111.2.2. Catégories des inhibiteurs.

La répartition des inhibiteurs se fait de diverses maniéres (voir figure 23) selon la nature des
produits (inhibiteurs organiques ou minéraux), le mécanisme d’action ¢lectrochimique
(inhibiteurs cathodiques, anodiques ou mixtes) leurs mécanismes d’interface et principes
d’action (adsorption a la surface du métal et/ou formation d’un film protecteur) ou le domaine

d’application [194].

Inhibiteurs organiques.
Actuellement les molécules organiques sont meilleures choisies comme inhibitrices de corrosion
a raison d’écotoxicité essentiellement par rapport aux inhibiteurs inorganiques ; leur I’action

protectrice se traduit par I’adsorption d’une barrieére plus ou moins permanente, d’épaisseur finie.

[195].

Inhibiteurs minéraux.
Les utilisations de ces molécules sont souvent en milieu proche de la neutralité voire en milieu

alcalin rarement en milieu acide [196].

Inhibiteurs écologiques.
Les inhibiteurs écologiques ou verts sont subdivisés en deux groupes (écologique organique et
écologique minérale). lls sont biodégradables, acceptables pour I'environnement, facilement

disponibles et provenant de sources renouvelables.

111.2.3. Mécanisme d’action.

Le mécanisme d’action de I’anticorrosion métal/solution est un processus essentiellement
électrochimique, suite a des étapes de la réaction élémentaire (transport d’espeéces en solution,
formation d’intermédiaires superficiels, adsorption des especes a la surface des phases solides,
transfert de charge électronique) traduit par I’action de I’inhibiteur (données dans la figure 24).

En effet, le processus de transport des espéces électroactives (dioxygéne, proton, produits de
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réaction) est plus observé fréquemment au voisinage immédiat de la surface métallique. Les
agents chélatants (formation de pseudo-complexes avec les ions ferreux de la couche d’oxyde)
formant une couche épaisse a la surface du matériau, capable de bloquer le processus de
réduction de I’oxygéne dissous, surtout en circuit fermé par élimination d'oxygéne, la corrosion,

dans ce cas est contr6lée par un simple ajustement du pH a une valeur suffisamment élevee.

e’ +2(0H)™> 2Fe(OH),

L1

Y02+ H20+2e ~»2(0H) ™

W\\f/—
v

Figure 20 : Différents processus se déroulant a I’interface lors de la corrosion d’un métal en
milieu liquide.

Le r6le de I’inhibiteur sera nécessairement de diminuer la vitesse de 1'une des deux réactions et
dans certains cas les deux a la fois. Si I’inhibiteur ralentit la réaction d’oxydation en bloquant les
sites anodiques (siege de 1’oxydation du métal), il est appelé inhibiteur anodique. Ou encore par
le blocage des sites cathodiques (siége de la réduction de ’oxygéne dissous en milieu aéré ou
siege de la réduction du proton H* en milieu acide), il est appelé inhibiteur cathodique. Quel que
soit le pH du milieu aéré la réduction du dioxygene est faisable, par contre en milieu acide, la
réduction du proton est prépondérante et on néglige souvent la réaction du dioxygene dissous.
Quand, la réaction anodique et celle de la réaction cathodique diminue en méme temps la vitesse
de corrosion, I’inhibition est appelée mixte.

L’action des inhibiteurs cathodiques se manifeste par une diminution de la vitesse de la réaction
cathodique et par suite une formation du film associé et serré par la précipitation de sels basiques
ou d'hydroxydes s’installe, c’est généralement le résultat de I’'immigration des cations vers la
surface cathodique, interprété par un déplacement du potentiel de corrosion vers des valeurs
moins nobles [197].

En conclusion, le mécanisme d'action d'un inhibiteur a deux aspectsmécanique et morphologique.

Mécanismes d’action inter faciale.
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Deux types d’interaction sont principalement responsables de la liaison inhibiteur/surface

métallique, il s’agit de la physisorption (formation de liaisons faibles) et la chimisorption [198].

111.3. Détermination des parametres électrochimiques.

Le phénomene de corrosion peut étre divisé en deux phases : phase stationnaire et phase

transitoire.

111.3.1. Courbes de polarisation.

Les courbes de polarisation de I'interface métal/solution sont fondamentales pour la cinétique
électrochimique. Le dispositif utilisé pour le tracage des courbes de polarisation (figure 24).
L’application des différents potentiels a 1'électrode de travail se fait grace a la contre-électrode.
On mesure au début d’essai le courant stationnaire qui s'établit aprés un certain temps dans le
circuit électrique entre 1’électrode de travail et la contre-électrode. La vitesse globale est
déterminée par celle de I’étape la plus lente, le tracé des courbes de polarisation peut donc étre
exploité pour mesurer la vitesse de corrosion. Elle permet de determiner d'une fagon précise
d’autres paramétres électrochimiques d'un métal au contact d'un électrolyte a savoir : le courant
de corrosion lcorr, les pentes de Tafel, la résistance de polarisation R,. Trois types de courbes de
polarisation sont observes en fonction de la cinétique de la réaction : la cinétique d'activation
pure ou de transfert de charge, la cinétique de diffusion pure ou transport de matiere, la cinétique
mixte (activation+diffusion). L’¢lectrolyte utilisé, est une solution d’acide chlorhydrique 1.0 M a
303 K.

Potentioxtat

{L._.J 1 |©

—— 4

Figure 21 : Dispositif de mesure d'une courbe de polarisation potentiostatique ET : électrode de
travail, ER : électrode de référence, CE : contre électrode.
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Figure 22 : Détermination des paramétres électrochimiques a partir des droites de Tafel

111.3.2. Méthode transitoire : la spectroscopie d'impédance électrochimique

La spectroscopie d'impédance électrochimique S.L.LE. est capable d'identifier les intervalles
élementaires communiquant dans le processus global en se déployant I'interface métal/solution
sous forme de diverses constantes de temps [199].

Au voisinage immédiat de l'interface, le champ électrique tres important fait apparaitre une
charge d'espace (la double couche) et conduit a la mise en parallele d'une capacité C, avec
I'impédance faradique. Par conséquent, on peut représenter l'interface électrochimique sous
forme d'un circuit électrique équivalent dans lequel il convient d'introduire en série la résistance

finie de I'électrolyte R:.

Relation entre mécanisme électrochimique et modeéle électrique (Réaction faradique (transfert de
charge pur)).

Les valeurs numériques de Cq et Rt dépendent du potentiel appliqué a I’interface. La résistance
de transfert de charge R est définie comme I’intersection de la boucle avec 1’axe réel a basse
fréquence. La capacité de la double couche Cg est déterminée a partir de la relation :

fc: étant la fréquence correspondant au sommet du demi-cercle [200].

1

C!ﬂ =
27 finax Ry

3)

111.4. Détermination des paramétres thermodynamique.
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Isotherme d adsorption.

L’isotherme d’adsorption exprime le rapport entre le taux de recouvrement d’une interface par
I’espéce adsorbée et la concentration de 1’espéce en solution. L’isotherme d’adsorption le plus
utilisés est de langmuir, ce prototype, suppose qu’il existe a la surface un nombre fixe de sites
énergétiquement identiques, chacun de ces sites ne peut adsorber qu’une seule particule et
lorsque les interactions entre les particules adsorbées sont négligées, I’énergie d’adsorption est
constante. La vitesse d’adsorption Vags €st proportionnelle a la concentration en inhibiteur Cinnet

a la fraction de sites d’adsorption non occupés (1-0), elle est représentée par I’équation suivante :
lIIFr:z::i'n:' = Kadr(l - B)Ciﬂh (4']

0: Représente la fraction de sites occupés par I’inhibiteur (0<6<1).
Inversement, la vitesse de desorption est proportionnelle a la fraction de sites occupés 0 par les

molécules adsorbées et elle est représentée par 1’équation suivante :
Vdss = Kdese (5)

A I’équilibre, les deux vitesses sont égales, ce qui nous donne 1’équation de I’isotherme de

Langmuir suivante :

0 K _pc 6
1—@ - Hd'gs inrh — inh I: ]

La fraction de sites occupés € ou ce qu’on appelle le taux de recouvrement de la surface est

donnée par cette formule :

9 . bci?ih (7)
1+ bC,y,

b désigne le coefficient d'adsorption.

Apres un réarrangement, on trouve 1’équation suivante :

Ci?ih 1 (8)
=—41.
0 b inh
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Expérimentalement, le tracé de Cinn/0 en fonction de Cinn est une droite ce qui indique que

I’adsorption de I’inhibiteur a la surface du métal obéit a 1’isotherme de Langmuir.
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Protocoles et méthodes.



Méthodes & matériels

PARTIE | : Presentation de LS.

Les caracteres végetatifs de la plante LS, notion sur I’organe a étudier
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Méthodes & matériels

I. Prélude de Lepidium sativum.

I.1. Etude des caractéres de I'appareil végétatif du LS.

Le Cresson alénois est une espéce universellement connue comme salade et possede des formes
spontanées et sauvages [22]. Elle est appelée aussi Cresson de jardin ou "habarachad”, selon
I’importance de ses graines. Cette plante est considérée ainsi parmi les plantes médicinales
populaires utilisées dans plusieurs pays, notamment les pays arabes [201]. C’est une plante
vivace comestible a croissance rapide, avec une saveur d’arome acidulée, elle est plus souvent
utilisée comme garniture ; ses organes vegétatifs (les graines, les feuilles et les racines) sont

économiquement importants [45].

I.2. Description de la plante LS.

Lepidium sativum,est une plante dressee, glabre, herbacée annuelle qui pousse pour atteindre
jusqu'a 15-45 cm de hauteur, présentant beaucoup de branches [202].

Les feuilles de LS sont basales, de 12 cm x 9 cm, elles ont de longs pétioles et ayant une forme
en lyre colinéaire lancéolée alterne irregulierement pennées, la longueur de pétiole est de 4 cm,
les folioles de 5-11 ovales, a contour ou ob-ovales, pennatipartites, dont les lobes sont
généralement irrégulierement dentes, légérement poilus au-dessus des feuilles et glabres en
dessous, des folioles de feuilles supérieures devenant progressivement linéaires, parfois lobées
ou dentées [203].

Les fleurs sont pédicelles, avec une longueur de 3-5 mm [204], elles ont quatre sépales distincts
et quatre pétales. Les étamines sont des six (tetradynamous), avec un seul pistil dont I’ovaire
super et 4 carpelles, avec une placentation pariétale. Les stylets sont courts ou absents, ils
présentent deux stigmates.

Les fruits de LS sont ronds ou ovales, aplaties siliques de 4-6 mm x 3-5.5 mm, de couleur vert
pale & jaunatre, leurs marges en forme d’aile, apex émarginé, a déhiscence par 2 valves, les
cotylédons formés de 3 folioles, dépliants spatulés dont les latéraux sont plus petites que celle du
centre [23], elles ont une capsule modifiée, s’ouvrant généralement par deux soupapes latérales
(ayant un septum central appelé silique (long et mince) ou silicule (court et trapu). La disposition
des cotylédons est principale dans la classification taxonomique [46].

Les graines de LS sont petites, de forme ovale et triangulaire a une extrémité, lisse et d'environ 2
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a 3 mm de long et de 1 & 1.5 mm de large, brun rougeétre, une fleche présente sur les deux
surfaces, s’étendant jusqu'a deux tiers vers le bas, une aile avec une 1égére extension sur les
bords de semences lorsqu'ils sont trempés dans I'eau, I’enveloppe des semences se gonfle et se
couvre avec un mucilage transparent incolore [204]. Les graines sont mucilagineuses, rouges et
elles ont un go(t acre [156]. La poudre des graines est crémeuse de couleur jaune, sous le
microscope les graines ont montré des murs, épais, uniformes, avec un albumen huileux,
présentant un nombre de fragments brun rougeétre en tenant des téguments de coloration
rougeatre [205].

Selon des caractéristiques anatomiques de la feuille, la tige et la racine, (Jurgen et al Povalijaeva
(1986)) ont classé LS en trois types (subvar Cativum, subvar Crispum et subvar Latifolium)
[206].

1.3. Classification taxonomique (Lepidium sativum Linn).

Lepidium sativum appartient a famille des Brassicacées, anciennes cruciferes. Cette famille

regroupe des plantes dicotylédones, comprenant 300 genres et 1500 especes [207].

Tableau 15 : Classification botanique de la plante LS[208].

Regne Plantae

Division Angiosperme
Classe Dicotylédone

Sub Classe Polypétale

Series Thalamiflore
Ordre Pariétale

Famille Cruciferes (Brassicaceae)
Genre Lepidium Linn
Espéce Lepidium sativum Linn Sp

1.4. Partie végétale étudiée.

La graine de LS est irrégulierement globulaire a conique, en contour, enfermant une radicule
sphérique a I'extrémité plus étroite et des plis horizontaux de cotylédons empilés lI'un au-dessus
de l'autre a sa base, chacun est incorporé avec des rangées de faisceaux vasculaires. L'embryon
entier occupe presque toute la cavité intérieure comme le montre la section transversale (figure

29) et il est encerclé extérieurement par le mucilage [209].
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Tégument

Radicule

Pliage de cotylédone

Plante enfiere
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Fleurs Graines

Figure 24 : Quelques organes végétaux du LS
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PARTIE Il : Procédures experimentales d’identification chimique et
caracterisation qualitative des GLS.

Les procédeés et matériaux utilisées d’extraction, de screening et d’analyses des métabolites
secondaires.
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I. Collecte et séchage de la plante.

Les graines de la plante LS ont été récoltées en juillet 2014 dans différentes régions du Maroc, a
savoir, la région de Souss-Massa, la région Marrakech-Safi, la région Rabat-Salé-Keénitraet la
région de Casablanca-Settat. Cette sélection est réalisée selon un programme lancé dans notre
laboratoire matériaux, nanotechnologie et de I’environnement LMNE, dans le but d’étudier le
maximum de plantes a 1’échelle nationale. Les différentes GLS ont été séchées a I’ombre, a 1’abri
de ’humidité a une température ambiante. L’identification, le dosage, des activités antioxydantes
et la mesure de I’inhibition anticorrosive des GLS ont été procédé au LMNE tandis que les
activités biologiques ont été réalisees au laboratoire de biochimie a la faculté des sciences de
Rabat, au laboratoire des eaux et forét de Rabatet également a la fondation marocaine pour

I'innovation et la recherche scientifiques avancées (MASCIR).

Casablanca-Settat 6

P —/7.3._//}2

/._
Cp =
_\'i_/

Marrakech- Safi 7

;/‘&_\/
- {AN‘;/\,“ — "'/  emtanoiup

Rabat-Salé- Kénitra 4

Figure 25 : Situation géographique du Maroc avec les régions étudiées

Tableau 16 : Données géographiques des sites de collecte GLS

TF HZ BA RM
Altitude (m) 993 500 547 306
Temperature en moyenne (°C) 16.6 19.9 17.2 177
Précipitation (mm) 235 242 401 436

I1. Méthode d’extraction et conservation.
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Dans notre travail, nous avons utilisé des graines de la plante LS et procédé a des extractions
organiques par trois méthodes différentes (maceération, extraction a froid et Soxhlet), aprés avoir
prélevé les échantillons et calculer leurs rendements, celles-ci ont été conservées dans un
réfrigérateur a 4°C. Finalement, une analyse des huiles obtenues a été réalisée par CPG/SM,

HPLC et un screening phyto-chimique a été réalisé pour les extraits organiques.

|
1

Echantillon en solution
-+
Filtration

Figure 26 : Extraction par macération.

Extraction par Maceération
La macération (extraction solide-liquide) consiste a laisser séjourner la matiere végeétale (broyat)
dans le solvant aqueux pour extraire les principes actifs (composés phénoliques et flavonoides).
Le protocole de la macération de cette plante est le suivant [211]:
-Peser 10 grammes de la matiére végétale
-Agitation.
-Laisser macérer pendant 24 h, ensuite filtrer sur un papier-filtre de Wathman.
-Récupérer le filtrat dans un flacon

-Evaporation qui permet a éliminer le solvant sous vide.

Extraction parSoxhlet (voir figure 8)
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Réfrigérant

Corps de I'extracteur

Cartouche

. : _— Ballon

\ \\ / Solvant d'extraction
) -

\\, /

Chauffe ballon

Figure 27 : Schéma de I’extracteur Soxhlet.

L’appareil Soxhlet est composé d'un corps en verre, dans lequel est placée une cartouche en
papier-filtre épais (une matiére pénétrable pour le solvant), d'un tube siphon et d'un tube de
distillation. L’extracteur est placé sur un ballon contenant le solvant d'extraction. Le ballon est
chauffe afin de pouvoir faire bouillir son contenu. La cartouche contenant le solide a extraire est
insérée dans l'extracteur, au-dessus duquel est placé un réfrigérant servant a liquéfier les vapeurs
du solvant. L’extraction par Soxhlet de I’huile a partir de nos différentes GLS s’effectue d’une
maniére convenable cyclique hexanique jusqu'a 1’épuisement complet du solutédans la matiére
premiére. La récupération des huiles de différentes régions du Maroc de notre plante a été
procédee par I’extraction solide-liquide en utilisant 30 g de la matiere végetale a extraire (séchée
et broyée) sont pesés et mis dans la cartouche du Soxhlet. L’hexane est introduit dans le ballon
puis chauffé pour commencer 1’extraction. L’extraction est stoppée lorsque le liquide entourant
la cartouche devient clair. Le temps de traitement est de 5 a 6 heures. Le contenu du ballon
(solvant+matiéres solubilisées) est évaporé a sec a I’aide d’un évaporateur rotatif muni d’une

pompe a vide a une température de 65°C pour eliminer tous le solvant d’hexane.

Extraction a froid

L’extraction par écrasement a froid, c’est un procédé mécanique, consiste a soumettre la
substance vegetale a une forte pression manuelle pour faire sortir I’essence logée dans les graines
de lépidiumsativum.
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I11. Détermination du taux d’humidité.

La thermogravimétrique ou de perte au séchage sont employées pour mesurer le taux d'humidité
ou de la teneur en eau d'un échantillonréférence pharmacopée européenne.

Le matériel végétal est séché a ’ombre, a I’abri de ’humidité et a une température ambiante. Le
taux d’humidité, dans nos échantillons GLS, a été déterminé par le procédé de dessiccation dans
une étuve isotherme ventilée a la pression atmosphérique a une température de 105°C pendant 05

heures jusqu'a ’obtention d’un poids constant.
Y
T, (%)= X % 100 9)

X : poids de I’échantillon séché.
Y : poids de I’échantillon aprés déshydratation.

T% : taux d’humidité exprimé en pourcentage.
V. Détermination du rendement d’extraction.
Selon la norme AFNOR, le rendement en huile ou en extrait est défini comme étant le rapport

entre la masse d’huile (ou extrait) obtenue apreés I’extraction et la masse initiale de la matiére

vegeétale utilisée (g). Le rendement est exprime en pourcentage, il est donné par la formule [212]:

LI .
masse d huile ou (extrait sec)

Rendement (%) = x 100(10)

masse de matiére végétale

Les extraits obtenus sont gardés au réfrigérateur a 4°C dans des flacons en verre brun fermé

hermétiquement pour les préserver de l'air et de la lumiere.

V. Analyse de la composition chimique des huiles végetales.

Conditions opératoires

Identification des acides gras
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La composition en acides gras a été déterminée en utilisant la méthode I1SO 5508 [213]. Avant
I'analyse, les acides gras AG ont été convertis en esters méthyliques d'acides gras FAME en
recherchant une solution d'huile a 60 mg et 3 ml d'hexane avec 0.3 ml de 2N d'hydroxyde de
potassium méthanolique. Les AG ont été analysées par CPGen utilisant une chromatographie
Varian CP-3800 (Varian Inc.) fourni avec un FID. La colonne utilisée était une colonne de CP-
Wax 52CB (30 mx 0.25 mm a I'iode, Varianinc, Middelburg, Pays-Bas). Le gaz porteur était de
I'nélium et le débit total de gaz était de 1 ml/min. La température initiale et finale de la colonne
était de 170°C et 230°C, respectivement et la température était augmentée par paliers de
4°C/min. La température de l'injecteur et du détecteur était de 230°C. Les données ont été
traitées en utilisant un Varian Star Workstation v 6.30 (Varian Inc., Walnut Creek, CA, USA).
Les résultats ont éte exprimés en pourcentage relatif de chaque AG individuelle présente dans

I'échantillon.

Identification des stérols

La fraction stérolique est séparée des matieres insaponifiables par chromatographie sur couche
mince de gel de silice en utilisant comme phase mobile un mélange de n-heptane et d'éther
diéthylique distillé (50 :50 v/v). La fraction stérolique est grattée puis mise dans un becher
contenant 10ml de chloroforme. Aprés filtration et eévaporation du solvant, la fraction des
stérols a été convertie en dérivés silyles (TMS) en utilisant un agent de silylation (50 ul de
méthylimidazole dissout dans le MSHFBA)

Composition de stérol a été déterminée en utilisant la méthode 1SO 6799 [214], aprés
triméthylsilylation de la fraction stérolique brut, en utilisant un instrument Varian 3800 équipés
d'une colonne ms VF-1 (30 m 9 id 0.25 mm) et d'hélium (débit 1.6 ml/mn) comme gaz porteur,
la température de la colonne était de l'ismalmal a 270°C, la température de l'injecteur et du
détecteur était de 300°C. La quantité injectée était de 1 uL pour chaque analyse. Les données
ont été traitées en utilisant Varian Star Workstation v 6.30 (Varian Inc., Walnut Creek, CA,
USA).

V1. Identification des tocophérols.

La composition de tocophérol a été déterminée selon la méthode 1SO 993615. Nous avons utilisé
la chromatographie liquide a haute performance HPLC a l'aide d'une solution de 250 mg

d'huiledans 25 ml de n-heptane. Les tocophérols ont été analysés par HPLC en utilisant des
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instruments Shimadzu CR8A (Champ sur Marne, France) équipés d'une colonne C18-Varian (25
cm x 4 mm ; Varian Inc., Middelburg, Pays-Bas). La détection a été réalisée a l'aide d'un
détecteur a fluorescence (longueur d'onde d'excitation 290 nm, longueur d'onde de détection 330
nm). L'éluant est un mélange 99 : 1 d'isooctane / isopropanol (V/V), débit de 1.2 ml/min.

VII. Etude phytochimique des extraits organiques.

Le criblage phytochimique
Les tests chimiques pour le criblage et I'identification des constituants chimiques bioactifs dans
les graines de Cresson alénois ont été effectués avec des extraits préparés selon la procédure

standard.

Mise en evidence des flavonoides [215]:

0.5 g de divers extraits ont été agités avec de I'éther de pétrole pour éliminer les matiéres grasses
(couche lipidique). Le résidu dégraissé a été dissous dans 20 ml d'éthanol a 80% et filtré. Le
filtrat a été utilisé pour les essais suivants : 5 ml de la solution d'ammoniaque diluée a été ajoutés
a la portion de filtrat aqueux de chaque extrait vegétal, suivi de l'addition de H2SO4 concentré.
L'apparition de la coloration jaune indique la présence de flavonoides.

Mise en évidence des stérols, polyterpenes [216]:

L'utilisation du réactif Liebermann permet d'identifier ces composés, un anneau bleu-vert entre
les couches indique la présence de stéroides et un anneau rose-violet indique la présence de

terpénes.

Mise en évidence des polyphénols [215]:
Ajouter a 1 ml de divers extraits de solvant de I'échantillon, 2 ml d'eau distillée suivie de
quelques gouttes de solution aqueuse de chlorure ferrique a 10%. La formation d'une couleur

bleue ou verte indique la présence de phénol.

Mise en évidence des tannins [217]:

La recherche des tannins de catéchine se fait a partir du réactif Stiasny. 5 ml de chaque extrait a
été évaporé a sec. Apres avoir ajouté 15 ml de réactif Stiasny le résidu, le mélange a été
maintenu au bain-marie a 80°C pendant 30 minutes. L'observation d'un précipité en gros flocons

caractérisait les tanins de catéchine.
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Pour les tanins galliques, nous avons filtré la solution précédente. Le filtrat a été recueilli et
saturé d'acétate de sodium. L'ajout de Feclspastilles provoque I'apparition d'une coloration bleu-

noir intense, indiquant la présence de tanins galliques.

Mise en évidence des alcaloides [218] :

Les alcaloides ont été caractérisés a partir du réactif de Bouchardat (réactif iodoiodé) et de
Dragendorff (réactif iodobismuthate de potassium). 6 ml de chaque solution a été évaporé a sec.
Le résidu est absorbé dans 6 ml d'alcool a 60°. L'addition de 2 gouttes de réactif Dragendorff sur
la solution alcoolique a provoqué un précipité ou une couleur orange. L'ajout de 2 gouttes de
réactif Bouchardat sur la solution alcoolique a provoqué un précipité de couleur brun rougeatre et
a indiqué une reaction positive.

L'ajout de 2 gouttes de réactif de Mayer (mercuri-iodure de K+) a provoqué une précipitation de

couleurjaunatre

Mise en évidence des saponosides [219]:
Pour trouver les saponines, nous avons contribué dans un tube a essai, 10 ml d'extraits totaux
aqueux. Le tube a été agité pendant 15 secondes et laissé reposer pendant 15 min. Une hauteur de

mousse persistante supérieure a 1 cm indique la présence de saponines.

Dosage des composées phénoliques

Nous avons utilisé un volume de 0.5 ml de chaque échantillon est introduit a ’aide d’une
micropipette dans des tubes a essai et 2.5 ml du réactif de Folin- Ciocalteu (10 fois dilué dans
I'eau distillée) ont été additionnés. Ensuite, 4 ml de carbonate de sodium 7.5 % (m/v) est ajoutée.
Par la suite, les différentes solutions ont été maintenues au bain-marie pendant 30 minutes.
L’intensité de la coloration bleue produite a été mesurée a 1’aide de spectrophotomeétres a la
longueur d’onde 765 nm.

La coloration bleue produite, présente un maximum d'absorption aux environs de 765 nm dont
I'intensité est proportionnelle a la quantité de composées phénolique présente dans I'échantillon.
Les densités optiques des solutions préparées ont permis de tracer la courbe d’étalonnage de
I’acide gallique. Toutes les mesures sont réalisées en triplicata.

Les résultats obtenus sont exprimés en (mg E d’acide gallique/g d’extraits) en utilisant I’équation

de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée d’acide gallique (voir équation 11).
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Abs=a x [AG] + b (11)

« a » représente la pente, « b » I’ordonnée a 1’origine du droit étalon [220].

Dosage des flavonoides.

La méthode de trichlorure d’aluminium AICIs et la soude NaOH sont utilisés pour quantifier les
flavonoides dans nos extraits. AICIz forment un complexe jaune tres stable avec les groupements
hydroxydes OH des flavonoides et la soude N.OH forment un complexe de couleur rose qui
absorbe dans le visible a 510 nm [221].

Dans des tubes a essai a été introduit successivement 1 ml de I’échantillon et 6.4 ml d’eau
distillee. Au temps initial, 0.3 ml de la solution de Nitrite de sodium 5% m/v a été ajoute. Apres
5 min, 0.3 ml d’AlCl3 10% m/v a été additionné et le mélange a été laissé au repos pendant 6
min. Ensuite, 2.0 ml de la soude 1.0 M ont été ajoutés et la solution a été bien mélangeée et laissée
au repos pendant 30 min. Les absorbances ont été mesurées a une longueur d’onde égale a 510
nm.

L’absorbance de la solution rose est déterminée a 510 nm contre un blanc a I’aide d’un
spectrophotometre UV-visible. La teneur en flavonoides totaux de différentes plantes est

exprimee en équivalents de mg de quercétine (mg QE) par gramme d’extraits.

Dosage des Tanins.

Nous avons mélangé un volume de 50 ul de chaque échantillon avec 1.5 ml de la vanilline 4%
(préparé avec du methanol), puis 750 pl de I’acide chlorhydrique concentré ont été ajoutés. La
solution bien mélangée a été incubée a la température ambiante dans l'obscurité pendant 20 min.
Les absorbances ont été mesurées a 500 nm.

Des aliquotes de 0.1 a 1.0 ml de la solution mere (0.5 mg/ml) de catéchine et des extraits ont été
introduits dans une série de tubes a essai, le volume final dans chaque tube a été complété a 1.0
ml par addition de méthanol absolu. 1.5 ml de la vanilline a 4% solubilisé dans le méthanol et
750 ul de ’'HCI1 12 M & 37% ont été ajoutes et a une minute d’intervalle a chaque tube de la série
et mis par la suite au bain-marie a 30°C pendant 20 minutes. Les résultats ont été exprimés en

milligrammes d'équivalents de catéchine (mg EC) par gramme d’extraits.
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PARTIE 11l : Méthodes d’essais pour I’evaluation de I’activite
biologique.

Les protocoles expérimentaux pour déterminer les activités antibactériennes et antifongiques.
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1. Détermination de P’activité antibactérienne.

I.1. Méthode par diffusion en milieu de culture gélosée.

La souche utilisée dans ce travail est la suivante : R equi (GK1 : CIP 105335), qui est une
bactérie bacillus a gram positif pouvant infecter I'homme. L'infection chez ces patients ressemble
aux signes cliniques et pathologiques de la tuberculose pulmonaire. A partir d'une nouvelle
culture, nous réalisons une suspension bactérienne incubée a 30°C pendant 24 heures a I'étuve.
Cette solution représente I'inoculum bactérien qui sera utilisé tout au long de I'étude. Pour les
tests de l'activité antibactérienne, nous avons utilisé la technique de diffusion sur gélose TSA,
disque papier de 6 mm diamétre, ont été placés dans des flacons a vis, stérilisés dans un
autoclave a une température de 121°C pendant 20 minutes. Les milieux sont ensemencés avec
quelques millilitres d'inoculum de maniére a couvrir toute la surface de la gélose. Les tests ont

été réalisés selon la méthode de Vincent aromatogramme [222].

Activité bactéricide et lyse cellulaire.

Le germe R equi a été cultivé dans un bouillon nutritif TSA incubé pendant 24 heures a une
température de 30°C. Des séries de milieu de culture liquide ont été préparées, l'une d'elles
contenant 200 ul de bactéries viables inoculées, nous avons ajouté l'extrait AE de la plante
étudiée agité et incubé a une température de 30°C, (les extraits AE utilisés sont dilués dans 1%
de DMSO), la lecture de la densité optiqgue de chaque culture pour concevoir la croissance
bactérienne, nous prenons 2.5 ml d’échantillon de mesuré a une longueur d’onde de 600 nm de
chaque point a des intervalles de huit heures d’incubation durant I’expérience, mais pour détecter
une presse génétique matérielle nous avons centrifugé 1.0 ml de chaque tube 1200 g pendant 5
minutes pour éliminer toutes les traces de bactéries. On a remis en suspension 250 pi du
surnageant avec 750 pi de PBS pour mesurer l'absorption a 260 nm du spectrophotométre UV
lamspec/visible a chaque instant. Nous avons utilisé des bactéries non traitées et traité avec de la

pénicilline-streptomycine PS (100 pl/ml-100 mg/ml) [223].

1.2. Méthode de puits.

Cette méthode permet de mieux la diffusion des extraits dans le milieu améliorant ainsi le

contact avec les organismes [223].
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Tableau 16 : Collection de souches

Souches Référence Collection
E coli K12 Laboratoire de microbiologie alimentaire, UCL,
Belgique : MBLA.
S aureus CECT 976 Collection de cultures de type Espagnole : CECT.
P aeruginosa IH Institut d'hygiene, Rabat, Maroc : 1H.
R equi GK1 Collection Institut pasteur CIP 105335.

Les boites de pétri vides et stériles, sont coulés 10 ml du milieu Muller Hinton Agar MHA.
Apres la gélification du milieu, des puits cylindriques stériles, ayant un diametre de 8 mm, sont
posés dans les boites. Un tube contenant 6 ml du milieu Luria-Bertoni LB, additionné de 0.8%
d’agar, est ensemencé avec la bactérie a étudier. La concentration finale de la bactérie est
d’environ 10° cfu/mL. Le LB agar est alors coulé doucement dans les boites de pétri. Les
cylindres sont enleves aprés solidification du milieu créant des puits qui seront remplis avec 50
ul d’extraits a tester. Les boites de Pétri sont prés incubés pendant 2h a 4°C dans le but de
ralentir la croissance bactérienne et d’améliorer la diffusion d’extraits. Enfin, les boitessont
incubées a 37°C pendant 24h. La lecture des résultats se fait par la mesure du diamétre de la zone
d’inhibition autour des puits. Chaque essai a ¢été répété deux fois. Le diametre d’inhibition, qui
traduit DPactivité antibactérienne d’extraits, est ainsi déterminé par ’apparition de zones

d’inhibition circulaire transparente autour des puits.

1.3. Méthode de dilution pour la détermination de CMI et CMB

La concentration minimale inhibitrice CMI est définie comme le niveau minimum de
concentration de composé qui produit une réduction de 90% de la croissance des colonies
microbiennes. La CMB est définie comme le niveau minimum de concentration du composé qui
produit une réduction d'au moins 99.9% de la croissance des colonies microbiennes. Les CMI et
CMBont été déterminées par les méthodes de la densité optique et de la plague d'agar de micro-
dilution. Les inocula ont été préparés en inoculant le milieu LB avec une culture pendant la nuit
d'espéces bactériennes en incubation pendant trois heures. 1 ml d'aliquote d’inoculum a été
ajouté a 9 ml de milieu de LB contenant 0.15% d'agar. Des molécules ont été ajoutées pour
donner les concentrations finales suivantes : 8, 4, 2, 1, 0.5 et 0.25 mg/ml. Aprés 24 h
d'incubation a 37°C, la densité optique des bouillons a 615 nm a été mesurée avec un
spectrophotometre UV-visible. Une courbe vierge d'absorbance a 620 nm. Apres incubation,

I’observation de la gamme permet de déterminer la CMI, qui correspond a la plus faible
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concentration en extrait capable d’inhiber la croissance bactérienne. Ensuite a chaque puits sont
ajoutées 50 pl du milieu LB a 0.15% d’agar inoculés a partir d’une culture bactérienne en phase
exponentielle de croissance 10%cfu/ml. Les puits servant de controle ne contiennent pas d’extrait.
Les plaques sont ensuite incubées a 37°C pour la croissance de la bactérie, pendant 18h. Apres,
on ajoute la résazurine 10 ul pour faciliter la lecture de la CMI par le fait de changement de
coloration qui se traduit par la croissance bactérienne. Quand la résazurine garde sa couleur, cela

correspond a la CMI.

I1. Détermination de Pactivité biologique par méthode la serie de dilution

Les dilutions sont préparées a 1/10e, 1/25e, 1/50e, 1/100e, 1/200e, 1/300e, 1/500e dans cette
solution d'agar. En éprouvettes, contenant chacune 13.5 ml de solide environnement TSA pour
les bactéries, et le PDA pour les champignons, stérilisé a lI'autoclave pendant 20 min a 121°C et
refroidi a 45°C, on ajoute aseptiquement 1.5 ml de chaque dilution de facon a obtenir les
concentrations finales de 1/100, 1/250, 1/500, 1/1000, 1/2000, 1/3000, 1/5000 (v/v). Tubes pour
disperser correctement I'huile dans I'environnement culturel. Avant de les verser dans des boites
de Pétri. Témoins, contenant I'environnement culturel et lI'agar a 0.2% seulement, sont également
prépares. L’ensemencementestrealiséavec l'aide d'un semoir calibré pour retirer le méme volume
d'inoculum. Ce dernier est présenté dans le bouillon de culturede 24 h pour les bactéries et la
suspension eneau physiologique des spores pendant7 jours dans le PDA pour les champignons.
L'ensemencement est fait, par le dépot de fragments de 1.0 cm® de diamétre, L'incubation est

effectuée a 37°C pendant 24 h pour les bactéries a 25°C pendant 7 jours pour les champignons.
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PARTIE IV : Capacite antioxydante.

Méthodes d’essaies pour le dosage et I’évaluation de I’activité antioxydante et antibactérienne.
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|. Test de DPPH.

La réduction du DPPH par un antioxydant peut étre suivie par spectrophotométrie UV-visible, en
mesurant la diminution de ’absorbance a 517 nm provoquee par la présence des extraits [224].
Les réactions ont lieu a température ambiante et en milieu méthanolique, qui permet une bonne
solubilisation de la plupart des antioxydants.

Expérimentalement nous avons introduitdans des tubes, 2.5 ml de chaque échantillon 0.5 ml de
la solution méthanolique de DPPH 2.0 mM fraichement préparée ont été ajoutés. Apreés agitation
au vortex, les mélanges ont été placés a I’obscurité a température ambiante pendant 30 minutes.
La lecture a été effectuée par la mesure de 1’absorbance a la longueur d’onde 517 nm. Le
contrble positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard : 1’acide ascorbique.
Les résultats de I’activité antioxydante sont calculés en pourcentages de neutralisation des
radicaux libres | % en utilisant la formule (12) [225, 226]

1%= [1- (Abs Echantillon-Abs Controle) /Abs Controle] x100 (12)

Ou % : Pourcentage de I’activité anti-radicalaire ;
Abs Echantillon : Absorbance de I'échantillon ;

Abs : Absorbance du contrble.

Les concentrations en huile/extrait et en I’acide ascorbique, en fonction des pourcentages du
DPPH inhibés, ont été tracées a la fin de la réaction afin d'obtenir l'indice d’ICso (La
concentration d'antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration du DPPH initiale a 50%)
[225].

II. Test de PABTS

Des solutions méres de 2.0 mM ABTS et 70 mM K:S20g en volumes égaux ont été autorisés a se
tenir dans le noir pendant 24 h a la température ambiante. Avant le dosage, la solution ABTS a
été diluée dans I'éthanol pour donner une absorbance de 0.700 + 0.02 a 734 nm. Ensuite, 2.0 ml
des solutions résultantes a été autorisé a réagir avec 200 pl des extraits de plantes a différentes
concentrations. Le pourcentage de neutralisation est déterminé comme suit : le mélange

réactionnel, agité et absorbé a été mesuré a 734 nm apres 30 min. Le méme protocole a été utilisé
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avec l’acide ascorbique a diverses concentrations. Le pourcentage d'inhibition d'ABTS*"a été
calculé et comparé avec acide ascorbique.
La capacite antioxydante totale des extraits de plantes ainsi déterminée est exprimee en pg/ml.

La solution radicalaire d’ABTS est préparée fraichement [227]

I11. Méthode de FRAP

Les concentrations d'extraits des solutions meres et le standard (acide ascorbique) ont été
mélangés avec 2.5 ml de tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 2.5 ml de potassium ferricyanure
(1.0%, poids/volume). Le mélange a été incubé a 50°C pendant 20 min. Ensuite, 2.5 ml d'acide
trichloroaceétique (10%, poids/volume) ont été ajoutés au mélange réactionnel, centrifugés a 3000
g pendant 10 minutes. Le pourcentage de neutralisation est déterminé comme suit :la couche
supérieure de la solution (2.5 ml) a été mélangée avec de I'eau (2.5 ml) et 0.5 ml de chlorure
ferrique FeCls (0.1%, poids/volume). L'absorbance a été mesurée a 700 nm apres 30 min [228]

V. Analyses statistiques des teneurs métaboliques et I’efficacité anti-
radicalaire

Analyses statistiques. L'analyse de variance (ANOVA) a été réalisée a l'aide du logiciel IBM
SPSS Statistics [229] pour tester la signification statistique des tests Tukey a un niveau de
confiance de 95.0%, et les résultats ont été présentés sous forme de moyenne * erreur standard
de la moyenne. Le calcul de la corrélation de Pearson a été effectué a l'aide de Microsoft Excel
2010 pour estimer les résultats des tests DPPH, ABTS et FRAP obtenus pour la teneur totale en
phénol (TPC), la teneur totale en fl avonoides (TFC) et la teneur totale en tanin (TTC).
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PARTIE V : Evaluation de P’activite anticorrosive.

Procédures expérimentales appliquées pour mesurer la capacité anticorrosive : Description des
matériaux et les étapes de préparation de I’échantillon, Milieu d’études, Techniques d’évaluation

de I’efficacité inhibitrice de corrosion.
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I. Méthode d’évaluation initiale de la corrosion.

I.1. Gravimétrie

La méthode simple consiste a mesurer la perte de masse AP supportée par un échantillon de
surface S, pendant le temps t d'immersion dans une solution corrosive maintenue a température
constante. La vitesse de corrosion est donnée par la relation suivante [230]:

V peut étre exprimé en mg.cm?.h?,

V=5 (13)

V- Vi- nh

E(%) = x100 (14)

L'efficacité inhibitrice d'un composé organique est donnée par la relation suivante : ou V et Vinn
sont les pertes de poids de I'échantillon apres immersion dans la solution respectivement sans et
avec inhibiteur. Les dimensions des échantillons d'acier sont de 1.0 cm 0.3 cm 0.9 cm (cas
étudie). Ces échantillons sont immergés dans l'acide HCI 1.0 M, sans et avec addition de
différentes concentrations d’huile GLS ou extrait. L’efficacité inhibitrice est déterminée aprés 6 h
d'immersion, a une température de 30°C a l'air atmosphérique. La valeur de I’efficacité
inhibitrice donnée est évaluée par la moyenne de trois essais effectués dans les mémes conditions

pour chague concentration.

I1. Evaluation des parameétres électrochimiques

Les mesures électrochimiques ont été effectuées au laboratoire a l'aide de Volta (Tacussel-
Radiometer PGZ 100) potentiostate et contr6lés par modele logiciel Tacussel d'analyse de
corrosion (Volta Master 4). La cellule de corrosion utilisée avait trois électrodes. L'électrode de
travail était en acier au carbone C35 d'une surface de 0.27 cm?. Tous les potentiels donnés dans
cette étude se sont référés a cette électrode de référence. L'électrode de travail a été immergée
dans des solutions de tests pendant 30 minutes pour établir un potentiel de circuit ouvert a I'état
stable (Eocp). Tous les tests électrochimiques ont été réalisés dans des solutions aérées a 303 K.

Les expériences ont été menées dans la gamme de fréquences a haute limite de 100 kHz et
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différentes limites basses 10 mHz au potentiel de circuit ouvert, en appliquant une tension

alternative de 10 mV.
I1.1. Mesures de spectroscopie d’impédance électrochimique.

La technique permet aussi d’expliciter les processus chimiques ou électrochimiques se
développant a travers les films formés. A partir des diagrammes d’impédance réalisés au
potentiel de corrosion Ecorr, NOUs accéderons a Ry, & Cqi et donc au taux d’inhibition dans les
conditions opératoires utilisées. Les résistances de transfert de charge Ry, sont calculées a partir
de la différence d’impédance aux hautes et basses fréquences sur 1’axe des réels, comme
suggerées par (Tsuru et Haruyama) [231].

Eg,% = S x100 (15)

t

Ou Rt et R sont les résistances de transfert de charge dans les solutions inhibées et non inhibées

respectivement.
11.2. Polarisation potentio-dynamique.

Le comportement électrochimique de I'échantillon d'acier au carbone dans une solution non
inhibée et inhibée a été étudié en enregistrant des courbes de polarisation potentiodynamique
anodique et cathodique. Les mesures ont éte effectuées dans la solution de HCI 1.0 M contenant
différentes concentrations de [l'inhibiteur testé en changeant automatiquement le potentiel
d'électrode de -800 a 0 mV en fonction du potentiel de corrosion a une vitesse de balayage de 2
mVs?. Les segments linéaires de Tafel des courbes anodiques et cathodiques ont été extrapolés
au potentiel de corrosion pour obtenir des densités de courant de corrosion lcorr. ba €t be sont les
pentes de Tafel anodiques et cathodiques. L'efficacité d'inhibition a été évaluée a partir des

valeurs lcorr mesurées en utilisant la relation :

E% = 1lcer x100 (16)

corr
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OuU lcorr' et leorr sont les densités de courant de corrosions inhibées et non inhibées,
respectivement, déterminées par extrapolation des lignes de Tafel cathodiques au potentiel de

corrosion Ecorr.

II1. Méthodes d’analyse de surface du substrat étudié.

La topographie de métal/solutionfaisant appel & différentes méthodes, dont certaines fournissent
une information au niveau microscopique (microscope optique et/ou microscopie électronique a
balayage MEB, d’autres renseignent a 1’échelle atomique (microscopie a force atomique), nous
avons utilisé la microscopie électronique a balayage. Cette méthode est basée sur la genése des
interactions électrons-matiere, susceptible de créer des images a haute résolution de la surface
d’un échantillon, afin de démontrer si 1’inhibition est due a la formation d’un film de molécules

organiques a sa surface.

Conditions opératoires

Les examens ont été procedés a la fondation marocaine pour l'innovation et la recherche
scientifiques avancées (MAScIR) sur un microscope électronique a balayage Quanta 200 FEI
Company qui fonctionne en mode ESEM. La tension d’accélération est fixée a 20 kV. L’ensemble
est doté d’un systéme complet de microanalyse-X (détecteur EDX-EDAX) et d’un détecteur des
¢lectrons rétrodiffusés. Il permet de donner la composition chimique de 1’échantillon avec une
limite de détection allant jusqu’au Bore. Le volume analysé est de I’ordre de um®. L interaction du
faisceau d’électrons du microscope avec un solide, peut conduire a I’excitation des atomes
constituant 1’échantillon. Leur retour a I’état fondamental s’accompagne d’une libération
d’énergie, avec production de rayons X secondaires caractéristiques des atomes des éléments
excités. L’analyse des pics fournis par le spectrométre renseigne sur la composition de

I’échantillon.
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CHAPITRE 11 :

Résultat et discussion.



Resultats et discussion

PARTIE | : Résultats preliminaires

Rendement et composition chimique de I’huile et extraits.
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Lépidium sativum espece comme la plupart des plantes, est le siege de transformations
métaboliques importantes, qui contribuent a la croissance, au développement et a la protection de
son environnement. Ses composes vitaux sont donc sujets a des études chimiques et

biochimiques.
I. Calcul du taux d’humidité.

Notre travail commence par le séchage des GLS récoltées, a une température ambiante. Les
graines sont placées ensuite a I’étuve a une température de 105°C pendant 05 heures jusqu'a
I’obtention d’un poids constant. La pesée d’un 1.0 g, desséché et refroidi dans un dessiccateur, a

donné les résultats suivants selon la relation ci-dessous :

m0—m1l

Tp% ="""-x100  (17)

Comme les végétaux sont riches en eau, les plantes fraiches renferment 60 a 80% d’eau. Nous

avons réduit cette teneur en eau afin d’assurer sa bonne conservation [232].

Tableau 17 : Taux d'humidité de différentes régions des GLSexprimé en %.

(GLS)

TF BA RM HZ

Moyenne des taux d’humidité 9.88+0.03 9.53+0.10 9.24+0.05 9.51+0.04

Perte a la dessication

10 —

% en humidité

TAFRAOUT HAOUZ BENAHMED ROMMANI
Régions

Figure 28 : Histogramme montrant le taux en humidité par méthode perte a la dessiccation des
GLS.
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Les résultats de cette analyse ont révélé un taux d’humidité inférieure a 10% pour les différentes
régions des GLS (voir tableau 18 et figure 28). La teneur en eau est presque identique pour les
quatre régions, avec un taux d’humidité 1égerement supérieur dans la région TF (9.88+0.03), les
régions HZ et BA ont un taux d’humidité respectivement de (9.51+0.04 ; 9.53+0.10) et de
(9.24+0.05) pour la région de RM. Les résultats enregistres inférieurs a 10%, conferent donc a
notre plante une meilleure conservation a long terme.

D’aprés le tableau 18 et la figure 28, les données enregistrées sont identiques, on peut conclure

que les régions n’influent pas sur le taux d’humidité.

I1. Calcul des rendements des huiles et des extraits des GLS.

La récupération des extraits des GLS a été réalisée par :

-Soxhlet des GLS, utilisant I’hexane comme solvant pour les quatre régions du Maroc.30 g de la
matiére végetale broyée et mise dans la cartouche du Soxhlet jusqu’a épuisement (durant 5 a 6
heures). Le contenu est évaporé a sec a I’aide d’un évaporateur rotatif & une température de
65°C.

-La macération est réalisée separement dans plusieurs solvants organiques.150 g de GLS, séchés
au four a 70°C, sont macérés dans le solvant organique considéré et laisses au repos pour
décantation. Les filtrats sont récupérés et évaporés a 1’aide d’un évaporateur rotatif a une

température de 65°C.

Le rendement en HV est exprimé en pourcentagepar I’expression (voir figure 29).

D’apres les résultats obtenus, nous remarquons que les rendements en HV obtenus dans les
quatre stations sont tres intéressants (voir figure 30 et tableau 19), avec un maximum d’environ
19.94+0.002% et un minimum de 19.13+£0.001%. Toutes ces valeurs étaient inférieures que ceux
de Diwakar et al. [233] qui a conclu que I'huile totale la teneur en solvant extrait de LS était de
21,54%, et le lI'expression a froid était de 12.60%. La teneur en huile du GLS est partiellement
inférieure a celle d'autres graines oléagineuses comestibles telles que moutarde (25-40%), colza
(40-45%) et graines de lin (40-45%) de la famille des cruciferes [233]. De meme ces rendements
sont comparables aux résultats obtenus avec d’autres HV comme les semences de l'atelier de

département des sciences horticoles, Université d'agriculture sciences, Bangalore 21.54% [233]
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Tafraout Haouz BenAhmed Rommani

Figure 29 : Rendement en HV récupéré par Soxhlet pour les quatre régions du Maroc des GLS.

Tableau 19 : Enregistrement des résultats des rendements, des HV récupérés par Soxhlet pour
les 04 endroits du Maroc GLS.

Régions Moyennes
TF 19.940+0.002
Hz 19.533+0.002
BA 19.374+0.010
RM 19.132+0.001

Dans le cas des extraits par solvant, le rendement moyen des extraits MeOH et EtOH récuperé
par macération des GLS des quatre régions, a révélé une productibilité considérable pour les
deux solvants utilisés. L’extrait MeOH est maximum pour la région TF 31.89+0.89% et un
minimum pour la région RM de 19.03+1.18%. L’extraitEtOH est maximum pour la région TF de

21.21+1.01%, et un minimum pour la région BA10.56+0.55%.

Les résultats révelées montrent que l’origine geographique influe sur les pourcentages du

rendement
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Tableau 20 : Rendement en extrait MeOH et EtOH, des régions étudiées du Maroc des GLS.

Régions Rendement végétale (%)
Moyenne des extraits MeOH Moyenne des extraits EtOH

TF 31.90+1.14 21.21+1.01
HZ 21.28+0.80 17.34+0.67
BA 19.91+0.54 10.56+0.55
RM 19.03+1.18 15.61+0.66

35

Rendement I Extrait MeOH
30 I Extrait EtOH
9

Région

Figure 30 : Rendement moyen des extraits MeOH et EtOH des GLS récupérés par macération
pour les quatre régions du Maroc.

D’autres solvants sont utilisés pour la macération des GLS. L’extraction des métabolites a été

réalisée dans 1’eau, le propanol, le méthanol, I’éthanol, le chloroforme, le dichlorométhane,

I’éther de pétrole, ’acétate d’éthyle, acétonitrile le butanol et ’acétone. Nous avons obtenu de

meilleur rendement avec 1’eau comme solvant (voir Tableau 20 et figure 30). Les résultats

obtenus pour cette région de TF, a enregistré des rendements de 1’ordre du 33% par I’extrait

’eau, suivi par les rendementsd’extraction obtenus par le butanol et le propanol 27%, de méme

pour le chloroforme 23% et le dichlorométhane 22%. Ces résultats sont en accord avec le

gradient de polarité de ces solvants.
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35 1 % en rendement de divers solvants

30
25 +
20 +

15 H

Rendement en %

10

Figure 31 : Rendements en extrait par différents solvants récupérés par macération des GLS de
la région TF.

Tableau 21 : Résultats des rendements obtenus par macération de différents solvants des GLS de

la région TF.
Solvants Moyenne du Rendement (%)
Eau 33.24+2.06
Propanol Polaire protique 27.53+0.58
Butanol 27.43+£0.77
Acétone 11.38+0.89
Acétate d’éthyle 15.23+0.98
Dichlorométhane Polaire Aprotique 22.72+0.80
Acétonitrile 12.92+0.53
Chloroforme Apolaire Aprotique 23.32+1.08
Ether de pétrole 16.76+1.10

Nos résultats des rendements des quelques extraitssont comparables aux données suivantes voir
tableau 22 ci-dessous :

Tableau 22 : Comparaison des rendements

Extraits GLS étudiée en % Autre GLS en %
MeOH 31.90 12.60
Acétate d’éthyle 15.23 0.49
Chloroforme 23.32 0.29
Eau 33.24 11.53
Référence Non appliquée [234]
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Nos resultats enregistrent des rendements trés remarqués par rapport aux valeurs ultérieurs

[11. Etude de la Composition chimique de I’huile

Les parameétres physico-chimiques fournissent des informations sur le stockage, la stabilité
structurelle et la qualité des huiles. Nous avons obtenu une huile de couleur jaune pale,
aromatisée. Cette couleur est principalement due a la présence de certains pigments comme la
chlorophylle et les caroténoides qui sont involontairement co-extraits pendant le processus
d'extraction de I’huile [233].

Dans cette partie, nous avons traité séparément les résultats obtenus par les huiles végétales
obtenus par GLS de toutes les régions étudiees. Les différentes huiles ont été identifiées par
analyse chromatographique (GC et GC/MS).

La composition en acides gras a eté determinée en utilisant la méthode 1SO 5508. Avant
I'analyse, les acides gras ont été convertis en esters méthyliques d'acides gras. 60 mg et 3.0 mL
d'’hexane sont mélangés avec 0.3 ml de d'hydroxyde de potassium méthanolique 2N. Les résultats
ont été exprimeés en pourcentage relatif de chaque AG individuelle présent dans I'échantillon.

La composition en stérol a été déterminée en utilisant la méthode 1SO 6799, apres
triméthylsilylation de la fraction stérolique brut, La quantité injectée était de 1.0uL pour chaque

analyse.

35 4

1 I BA
30 T rRM

1 - T
257 V4

20 -

15 o

10

% en acide gras

Figure 32 : Histogramme de la composition chimique des acides gras de HV des GLS des
régions marocaines
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Les résultats de I’analyse de la plante oléagineuse de GLS ont permis d'identifier 17 composants
représentant les esters méthyliques d'acides gras avec leurs pourcentages. Les constituants
principauxsont : acidelinolénique 33.41%, acide oléique 23.61%, acidegadoléique 12.71%, acide
linoléique 12.22% et acide palmitique 9.89%. Cette composition est identique pour les quatre
régions étudiées.

Nos recherches scientifiques menées dans les quatre stations n’ont montré aucun changement
significatif des niveaux d'acides gras. L'origine géographique ne modifie donc pas l'acide gras
composition. Ces résultats confirment que les conditions climatiques n‘ont aucune influence sur
la composition en acides gras des huiles LS de différentes localités, et sont également cohérents
avec les données acquis sur l'effet géographique sur la composition huile d'argan [85] et avec
I'étude de I'effet de la géographie origine sur la composition en acides gras des huiles d'olive
d'ltalie [235]

D’autres résultats publiés, ont montré que le principal des acides gras était acide linolénique
42%, acideoléique 39.9%, acidelinoléique 11.8, acide eicosanoique 12%, acide stéarique 2.9% et
acidepalmitique 10.1%, ces résultats confirment 1’accord avec les données rapportées par notre
recherche [236].

De méme les resultats ont montré que le principal stérol de l'huile est le B-sitostérol qui
représente 49.64% de la quantité totale de stérols avec une légere supeériorité pour la région BA.
La présence de ces composés, a été détectée dans les autres régions avec des pourcentages
différents. Région de TF, campestérol 23.80%, A-5 et Avenasterol 13.39%. Dans la région de HZ
le A-5-Stigmastérol 3.85%, le cholestérol 3.69% et le stigmastérol 2.6%. Parmi les stérols
mineurs, le A-7 Avenasterol 0.35% et le 7-Stigmastenol 0.21% représentaient moins de 1% de la
quantité totale de stérols.

Nos résultats indiquent une influence significative (P<0.05) d’origine géographique sur les
stérols totaux dans I'huile LS. Cela allait de 92.15% 92.15% dans la région RM contre 99,58 dans
la région TF. La composition en stérols de I'huile LS est donc influencée par son origine. Ceci est
cohérent avec les aux résultats de Ben Temime et al., qui ont trouvé que l'origine géographique

et les facteurs climatiques influencent la composition stérolique des huiles d'olive [237].
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Tableau 22 : Composition chimique en % des AG de I’HVdes GLS des régions étudiées.

Acide BA RM TF Hz
Myristique C14 : 0 0.10+0.00® 0.10+0.00? 0.10+0.00? 0.11+0.00°
Palmitique C16 : 0 10.09+0.35? 9.98+0.00® 9.86+0.06" 9.67+0.00°
Palmitoléique C16 : 1 0.21+0.00° 0.20+0.00° 0.23+0.00° 0.23+0.00°
Stéarique C18: 0 3.1740.03? 3.32+0.00° 3.37+0.00° 3.37+0.00°
Oléique C18: 1 24.08+0.01° 23+0.00° 23.37+0.00° 23.84+0.00¢
Linoléique C18: 2 12.20+0.05% 12.09+0.00? 12.19+0.00% 12.27+0.00°
Linolénique C18: 3 33.65+0.29° 33.07+0.00° 33.26+0.00° 33.57+0.46°
Arachidique C20: 0 3.34+0.04° 3.39+0.00° 3.45+0.00° 3.72+0.11°
Gadoléique C20: 1 13.08+0.022 12.29+0.00° 12.48+0.00° 12.94+0.00¢
Acide gras saturé 16.72 16.79 16.72 16.87
Acide gras insaturé 83.25 80.65 81.53 82.85
Total en % 99.96+0.04 97.43+0.10 98.25+0.02 99.72+0.12

Les données sont la moyenne de trois répétitions (n=3exSEM) ; les moyennes suivies de

lettres en exposant similaires dans la méme ligne ne sont pas différentes (P <0.05).

Tableau 24 : Composition chimique en % des stérols de I’'HV des GLS des régions étudiées.

Sterol TF RM BA HZ
Cholesterol 4.00£0.01° 2.80+0.00° 3.93+0.00° 3.99+0.00°
Stigmasterol 2.49+0.27° 2.13+0.03° 2.20+0.00" 2.40+0.00%
Campesterol 24.22+0.15° 22.85+0.00° 23.79+0.05¢ 24.09+0.00%
5-Stigmasterol 4.07+0.03° 3.66:0.02° 3.60£0.00° 3.81+0.00°
p-Sitosterol 50.17+0.03° 48.17+0.00° 48.53+0.03° 49.49+0.26°
5-Avenasterol 13.36£0.32° 12.21+0.01° 12.66+0.00%° 13.46+0.32
7-Stigmasterol 0.30+0.00° 0.11:0.00° 0.13+0.00° 0.200.00°
7-Avenasterol 0.50+0.01° 0.20+0.00° 0.310.00° 0.36+0.00¢
Total sterol 99.58+0.16° 92.14+0.04° 95.15+0.10° 97.80+0.48¢

Les données sont la moyenne de trois répétitions (n=3e£SEM); les moyennes suivies de

lettres en exposant similaires dans la méme ligne ne sont pas différentes (P <0.05).
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Figure 33 : Histogramme de la composition chimique des stérols de I’HV des GLS.

La composition de tocophérol a été déterminée selon la meéthode HPLC, d'une solution de 250
mg d'huilehexanique des GLS dans 25 ml de n-heptane. L'éluant, utilisé était un mélange 99 : 1
d'isooctane/isopropanol V/V, debit de 1.2 ml / min.

Tableau 25 : Montrant la teneur des différents tocophérols des GLS des quatre régions du

Maroc.

TF RM BA HZ
a-tocopherol 0.78+0.002 1.25+0.00° 1.69+0.012¢ 0.39+0.00¢
B-tocopherol 00+007 00+00¢ 00+00? 1.78+0.00°
c-tocopherol 94.48+0.292 94.53+0.016° 93.89+0.01% 93.73+0.06°
o-tocopherol 4.71+0.042 4.18+0.00° 4.29+0.02° 3.89+0.01¢
Total (mg/kg) 1877.8+0.2 1659.9+0.3 1510.4+0.2 1940.2+0.5

Les données sont la moyenne de trois répétitions (n=3exSEM) ; les moyennes suivies de lettres

en exposant similaires dans la méme ligne ne sont pas différentes (P <0,05).
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Figure 34 : Histogramme des différents tocopheérols des GLS des quatre régions du Maroc.

Les résultats en tocophérol sont présentés dans la figure 37 et tableau 24. GLS contenait de
grandes quantités tocophérols de 1940.26 ppm, mais des quantités minimales de 1510.4 ppm.
L’évaluation qualitative des tocophérols dans les GLS des quatre régions par HPLC a montré la
présence d’a, B, y, et 6-tocophérol, respectivement. Parmi eux, y-tocophérol est trouve étre le
tocophérol prédominant, par contre, le B-tocophérol présent uniquement dans la région Haouz.

En comparaison, la région influence le contenu total du tocophérol, puisque les huiles de la
région de HZ ont enregistré les valeurs, 1940.26 mg/kg, suivies des huiles de la région TF,
1877.8 mg/kg. Les huiles de la région BA ont enregistré les plus faibles teneures totales en
tocophérol a 1510,46 mg/kg. Toutes les valeurs sont supérieures a ceux trouves par Zia-Ul-Haq
et al.[238] pour le Pakistanais LS, 1397.3 mg/kg, mais comparable a ceux trouvés par Moser et
al.[53]. A titre de comparaison, les huiles de base végétales brutes existantes avec des niveaux
relativement élevés de c-tocophérol comprennent I'huile de mais (942 mg/kg), I'huile de soja
(273,3 mg/kg), huile d'argan (626 mg/kg) et huile de coton (387 ppm) [34]. L’inhabituellement
élevé en % de y-tocophérol peut rendre I'huile de cresson potentiellement utile, source
industrielle de cet antioxydant naturel, ou la vitamine E est une vitamine liposoluble, reconnue
pour ses propriétés anti-oxydantes et son action protectrice des membranes cellulaires ; elle est
utilisée pour conserver les préparations a forte teneur en huile car elle évite leur rancissement et
leur permet ainsi de conserver de maniere optimale toutes leurs propriétés. Il joue le r6le d'un

conservateur naturel pour les phases huileuses. C’est également un actif aux propriétés anti-ages
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qui bloque l'action des radicaux libre sur la peau, réduit notamment les dommages cellulaires liés

a I'exposition aux UV et est un anti-inflammatoire.

V. Screening phytochimique.

Le screening phyto-chimique a été réalisé sur différents extraits des solvants préparés a partir des
GLS, pour mettre en évidence la présence de certains groupes de familles chimiques
physiologiquement actifs dans notre plante. En effet, la phyto-chimie, qualitativement, est basee
sur des reactions de coloration et de précipitation par des réactifs chimiques spécifiques selon le
protocole décrit dans la littérature par plusieurs auteurs [239].

Ce criblage a été effectué pour la premiére fois au Maroc pour les GLS. Les premiers essais ont
été realisés sur les graines de la région TF.

Les révélations expérimentales des tests effectués sur le matériel végétal, mentionnees dans le
tableau (voir tableau 26), montrent la présence des flavonoides, des tanins, des stérols des
terpénes et des phenols dans des GLS, avec une révélation unique et minime des stérols et
terpénoidesdanslesextraitsd u MeOH et de 1’acétone. Les alcaloides sont détectés par les
méthodes Mayer, Bouchardat et Dragendoff, ont montré une quasi-présence pour tous les
solvants utilisés lors des essaies avec une signalisation tres importante pour les extraits suivants :
méthanolique, éthanolique, acétonique et propanolique.

Le tri phyto-chimique a également révélé la présence des tanins gallique par extraction al’eau, a
I’éthanol, au MeOH, EtOH, acétone et propanol. Les tanins catéchiquessont obtenus par
I’acétone, I’eau et le MeOH.

La présence des saponisides a été révélée dans le chloroforme, 1’acétate d’éthyle, 1’éther de
pétrole, 1’éthanol, le butanol, le dichloromethane, le propanol et 1’acetonitrile.

Les flavonoides sont présents dans les extraitsde I’EtOH, I’eau, le chloroforme et du MeOH. l1ls
sont caractérisés par une couleur rouge intense au contact de la tournure de magnésium.

Des études précédentes, réalisées en Inde ont montré la présence deces métabolites notamment
dans I’extrait du méthanol. Cette étude a montré également la présence dans les extraits de
glycosides cardiotoniques, d'anthroquinones glycosides, de flavonoides, d'alcaloides, de tanins,
de protéines, de stéroides et de saponines dans la plante [240].

De méme, des résultats, ont indiqué la présence de phytostérols, de flavonoides, de saponines,

d'alcaloides, de tanins, de glucides, de stéroides, de phénols, de terpenes, de cholestérols, de

113



Resultats et discussion

protéines et de glycosides dans les GLS [241]. D’autres recherches ont démontré la présence
d’alcaloides, flavonoides, saponines, stéroides, tanins et glycosides comparables a nos résultats
concernant les extraits MeOH et d’acétone, a I’exception des saponines et tanins galliques, qui
ne sont pas révélés dans leurs extraits EtOH [241]. Le dépistage de GLS a indiqué la présence de
triterpenes, d’alcaloides, flavonoides, tanins, coumarines et saponines tandis que les glucosides
cyanogenes et anthraquinone glucosides étaient absents [242]. L’extrait acétonique était déficient
en saponines, cardiaques glycosides et flavonoides, alors que les saponines, les tanins et
lesflavonoides étaient absents dans I’extrait de propanol. L’extrait d’éther pétrole était positif
pour les stéroides et saponines. Le dépistage phyto-chimique de I’extrait EtOH de GLS a montré
la présence de tanins, glycosides cardiaques et stéroides et absence de saponines et les
flavonoides [243]

Tableau 26 : Résultats des tests phyto-chimiques d’extraits des GLS de la région TF obtenus
par maceration.

Tests Alcaloides Tanins
Solvants
(2]
—+
D~
3
T =
Iy v9) W) «w @)
2 o = @ 17
o))
S 2 s 8 3 =z o 3
3 & =p @ o | o = s}
o. < @ > < =5 S S
Q D) = Q = = 3
= o [e) 9] o] c (2]
@ QD = 3 < KD o
—~ = oA @
-]
@D
Huile hexanigue + + + +4 - - - _
Eau + +++ e - +++ Noir : (+) -
Chloroforme + + ++ 4 - - - "
Acétate d’éthyle(AE) - + ++ + = - - +
Ether de pétrole - + ++ + - - - +
Ethanol ++ +++ ++ ++4 o - Vert noir : (+: +
Butanol NA  +++ ++  ++ - - Verdatre +
Dichloromethane NA + ++ + - - - +
Méthanol ++- ++ -+ + ++ Noir : (+) +
Acétone NA  +++  ++ 44 + o+t Noir : (+) -
Propanol NA ++ ++  ++ - - Verdatre +
Acetonitrile NA + ++ 4 - - . =

(+++) : Test fortement positif
(++) : Test positif.

(+) : Test moyennement positif.
(-) : Teste négatif

NA : non appliqué.
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Figure 35 : Photos de quelques tests phyto-chimiques

V. Quantification et caractérisation des métabolites secondaires.

Nous avons procédé a la quantification et caractérisation des composés chimiques par une
meéthode spectrophotométriqueanalytique consiste amesurer 1’absorbance des extraits
méthanoliques et éthanoliques des GLS des quatre régions selonla loi de Beer-Lambert.

Pour la détermination des polyphénols des GLS.Nous avons préparé un mélange de 0.5 ml de
chaque échantillon de I’extrait MeOH ou EtOH des GLS, 2.5 ml du réactif de Folin- Ciocalteu et
4 ml de carbonate de sodium maintenues au bain-marie pendant 30 minutes. L’intensité de la
coloration bleue produite a été mesurée a I’aide de spectrophotométres a la longueur d’onde 765

nm. Les résultats obtenus sont exprimés en ug équivalent d’acide gallique par milligramme
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d’extraits (pug equivalent d’acide gallique/mg d’extraits) en utilisant 1’équation de la régression
linéaire de la courbe d’étalonnage tracée d’acide gallique.

Concernant la détermination des flavonoides des GLS nous avons introduit un 1.0 ml de I’extrait
MeOH ou EtOH des GLS, 6.4 ml d’cau distillée et 0.3 ml de la solution de Nitrite de sodium 5%.
Aprés 5 min, 0.3 ml deTrichlorure d’aluminium 10% le mélange a été laissé au repos pendant 6
min. Ensuite, 2 ml de la soude 1.0 M ont été ajoutés, laissés au repos pendant 30 min. Les
absorbances ont été mesurées a une longueur d’onde égale a 510 nm. La teneur en flavonoides
totaux de différentes plantes est exprimée en équivalents de mg de quercétine par gramme
d’extraits.

Pour la déterminationdes tanins des GLS, unmélange est formé par un volume de 50 pl de
I’extrait MeOH ou EtOH des GLS avec 1.5 ml de la vanilline 4% puis 750ul de HCI concentré
ont été ajoutés. Incubé a la température ambiante dans 1’obscurité pendant 20 min. Les
absorbances ont été mesurées a 500 nm. Le dosage des aliquotes de 0.1 a 1 ml de la solution
mere 0.5 mg/ml de catéchine et des extraits ont été introduits dans une série de tubes a essai, le
volume final dans chaque tube a été complété a 1.0 ml par addition de méthanol absolu. 1.5 ml
de la vanilline & 4% solubilisé dans le méthanol et 750 pl de I’'HC1 12.0 M a 37% a été ajouté et a
une minute d’intervalle a chaque tube de la série et mis par la suite au bain-marie réglé a 30°C

pendant 20 minutes.

V.1. Dosage des polyphénols

Le tableau 27 ci-dessous résume les résultats obtenus des teneurs en phénols totaux, des extraits
bruts MeOH et EtOH des GLS des quatre régions étudiées.

Courbe d’étalonnage de I'Acide gallique

o)
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Figure 36 : Droite d’étalonnage de I’acide gallique
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V.2. Dosage des flavonoides

Le tableau 27 ci-dessous résume les résultats obtenus des teneurs en flavonoides, des extraits

bruts MeOH et EtOH des GLS des quatre régions étudiees.

Courbe d'étalonnage de la quercétine
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Figure 37 : Droite d’étalonnage de la Quercétine.

V.3. Dosage des tanins.

Le tableau 27 ci-dessous résume les résultats obtenus des teneurs en tanins, des extraits bruts

MeOH et EtOH des GLS des quatre régions étudiées.

Courbe d'étalonnage de la catéchine
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Figure 38 : Courbe d’étalonnage de la catéchine.
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Tableau 27 : Teneur totale en phénols, flavonoides et tanins dans I'extrait MeOH et EtOH des

quatre régions etudiées.

Polyphénols Flavonoides Tannins
(mg EAG/g extrait) (mg EQ/g extrait) (mg EC/g extrait)
TF MeOH 94.48+1.822 37.63+2.142 26.50+0.072
EtOH 86.48+0.22° 32.51+0.81b° 27.79+0.074°
HZ MeOH 83.36+0.98"° 33.58+0.33%® 25.87+0.0722
EtOH 80.28+0.28¢ 29.24+0.47°¢ 26.02+0.31°
BA MeOH 69.46+0.099 24.85+0.487 31.50+0.11°¢
EtOH 65.15+1.07¢ 23.92 +0.64% 23.41+0.25°
RM MeOH 59.40+0.62° 21.09+0.21% 12.85+0.56°¢
EtOH 52.79+0.30¢ 20.04+0.04¢ 8.33#0.11F

Les résultats du dosage des polyphénols, flavonoides et tannins totaux dans nos extraits sont
représentes dans le tableau 27 et les courbes étalons de 1’acide gallique, de la quercétine et de la
catéchine sont représentées dans figures (36, 37 et 38).

La détermination des phénols totaux, des flavonoides et les tanins ont été calculés a partir de
I'équation de régression linéaire de la courbe d'étalonnage, en utilisant l'acide gallique, la
quercétine et catéchine comme normes, respectivement. On peut le voir dans le tableau que la
teneur totale en phénol des échantillons varie de 52.79 a 94.48 mg de EAG/g d'extrait. Parmi les
zones étudiees, le TF avait la teneur en phénol la plus élevée, 94.48 mg EAG/gextrait, alors que
la proportion la plus faible a été trouvée dans la RM, 52.79 mg de EAG/g d'extrait. La différence
considérable de le contenu phénolique peut étre di a des facteurs environnementaux tels que
comme période de maturité, climat, emplacement, température, productivité, maladies, partie
vegétative et agressivité environnementale [244]. En outre, les précipitations continuent
d'affecter le contenu phénolique [245]. Une corrélation positive est enregistrée entre le
polyphénol et l'altitude, tandis qu'une corrélation négative est marquée entre le phénol total et les
précipitations. L'augmentation du contenu phénolique des plantes sous I'eau a été soulignée
[246].

Presque tous les échantillons se sont avéres riches en flavonoides. La teneur totale en flavonoides
variait de 37.63 en TF a 20.04 mg EQ/g d'extrait dans la RM. Ce test montre que la fraction
méthanolique du BA contient la plus forte teneur en tanins condensés, avec une valeur de 31.50
mg EC/g d'extrait. D'autre part, le RM La fraction EtOH a enregistré le niveau le plus bas a 8.33
mg EC/g extrait. Ce changement s'interpréte par le fait que I'extraction des tanins condensés

dépend de l'origine des semences, le solvant utilisé et les conditions opératoires.
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PARTIE Il : Résultats sur ’activite biologique.

Détermination de I’effet des germes par différents méthodes qualitative et quantitatives.
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I. Activité antibactérienne.

Dans ce chapitre nous avons utilisé différentes méthodes afin de détecter le pouvoir biologique

des GLS de la région Tafraout.

La détermination de l'activité antimicrobienne par diffusion en milieu de culture gélosée est
effectuée par la souche : R equi de culture jeune, en suspension bactérienne incubée a 30°C
pendant 24 heures a I'étuve sur un milieu nutritif gélosé TSA, en utilisant les extraits des GLS de
certains solvants organiques. La lecture est réalisée en mesurant les diameétres d'inhibition
observes.

Nous avons utilisé le méme germe R equi cultivé dans un bouillon nutritif TSA pour déterminer
I’effet bactériostatique et bactéricide. Nous avons mis en séries de milieu de culture liquides
viables inoculées, ajouté l'extrait d'acétate d'éthyle des GLS ; la lecture de la densité optique de
chaque culture pour concevoir la croissance bactérienne, mesurée a une longueur d’onde de 600
nm. Et pour détecter une presse génétique matérielle nous avons centrifugé 1 ml de chaque tube.
Et on a remis en suspension 250 pi du surnageant avec 750 pi de PBS pour mesurer l'absorption

a 260 nm du spectrophotometre a chaque instant.

La méthode de puits est réalisée sur le milieu MHA avec une concentration bactérienne est
d’environ 108cfu/ml (d’E coli, S aureus, P aeruginosa et R equi). Les puits qui seront remplis
avec 50 ul d’extraits MeOH des GLS et incubés a 37°C. La lecture des résultats se fait par la

mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour des puits.

Nous avons mesuré les CMI et CMB des extraits : MeOH, huile végétale, éther de pétrole et
I’acétate d’éthyle des GLS ont été déterminées par les méthodes de la densité optique par
I’utilisation de la plaque d'agar de micro-dilution, en inoculant le milieu LB avec une culture
d'espéces bactériennes. 1 ml d’inoculum a été ajouté a 9 ml de milieu de LB. Nous avons réalisé
les concentrations suivantes : 8, 4, 2, 1, 0.5 et 0.25 mg/ml. Aprés incubation a 37°C, la densité
optique des bouillons a 615 nm a été mesurée avec un spectrophotométre UV-visible. Les
plaques sont ensuite incubées a 37°C pour la croissance de la bactérie, pendant 18h. Aprés on
ajoute la résazurinequi indique la lecture de la CMI. Le résultat est révélé par changement de
coloration qui se traduit par la croissance bactérienne. Quandlarésazurine garde sa couleur, cela

correspond a la CMI.
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Nous avons déterminé I'activité antimicrobienne aussi par méthode (série de dilution) de I’extrait
MeOH et de HV des GLS contre les souches suivantes : (E coli, B subtilis, M luteus, S aureus) ;
et antifongique par les champignons suivants : (C versicolor, G trabeum, C puteana, P placenta,
P digitatum, P expansu, A niger). In vitro, la présence ou absence d'inhibition, est révélépar une
série de dilutions descendantes.

I.1. Méthode par diffusion en milieu de culture gélosée

Dans cette étude, nous avons interprété les analyses biologiques in vitro des échantillons isolés
de GLSau premier temps par méthode de diffusion en milieu de culture gélosée, pour la
détermination du pouvoir antimicrobien par le biais des disques sur un milieu gélosé solide,
’activité antimicrobienne a été évaluée par la mesure de diametre de la zone d'inhibition autour
des disques (6 mm) contenant 1’huile végétale HV a tester et également sur différents extraits
obtenus des GLS vis-a-vis de la souche bactéerienne, afin de préciser le caractere bactériostatique
de nos échantillons sélectionnés ; ces tests de deétermination de la concentration minimale
inhibitrice CMI a été effectué sur la souche R equi, les résultats sont situés entre 0 et 16 mm, en
particulier pour I’acétate éthyle AE 16.06+£0.11 mm comme donnée principale, suivi par extraits
de méthanol 13.43+0.51 mm, dichlorométhane 12.16+0.28 mm et HV 13.16+0.20 mm avec des
mesures assez importantes pour acétone, éther de pétrole, butanol, éthanol, propanol et
chloroforme dont les valeurs sont respectivement: (10.73+0.64 ; 10.10 + 0.17 ; 8.26+0.30 ;
7.351£0.21; 8.06+0.11 ; 7.46+£0.41 mm). Hormis, I’extrait a 1’eau nous n’enregistrons aucune
action d’inhibition sur le germe R equi (tableau 28, figure 39).

De méme, les antibiotiques de référence ont un effet actif sur le germe, montrant une inhibition
(18.83£0.28 et 33.00+£0.91mm). Nous retenons que linhibition de AE a proximité de
I'antibiotique Doxycycline (Doxycycline appartient a la classe des medicaments appelés
tétracyclines. 11 s’agit d’un ATB utilisé pour traiter certaines infections bactériennes ; il est
utilisé le plus souvent dans le traitement les infections des poumons tel que lapneumonie, la
bronchite, les infections des voies urinaires (cystite), des infections de la gorge (amygdalite), des
infections cutanées ainsi que les infections transmissibles sexuellement). Le DMSO a 1% a été

appliqué comme test négatif.
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Tableau 28 : Montrant les résultats de I’effet de I’HV et des extraits des GLS sur le germe

R equi.
Echantillons Diametre d’inhibition en mm
Des moyennes

Eau 0.00+0.00
Meéthanol Polaire protique 13.43+0.51
Ethanol 7.35+0.21
Propanol 8.06+0.11
Butanol 8.26+0.30
Acétone 10.73+0.64
(AE) Apolaire aprotique 16.06+0.11
Dicloromethane 12.16+0.28

(DCM)
Chloroforme 7.46+0.41
Huile végétale Apolaire aprotique 13.16+0.20
Ether de pétrole 10.10+0.17

Témoin positif des antibiotiques (T)
Doxycline 18.83+0.28
Kanamycine 19.86+0.23
Erythromycine 22.73+0.25
Ciprofloxacine 29.83+0.28
Chlorophenicol 33.00+0.91
Témoin négatif (diluant)
Demetylsulfoxide (DMSO) H 0.00+0.00
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Figure 39 : Résultats des zones d'inhibition du R equi en mm des échantillons extraites des
GLS.
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Nous avons ensuite testé 1’effet bactéricide actionné par AE sur la bactérie R equi, en servant
la pénicilline-streptomycine comme témoin positif. Le germe R equi a été déterminé en
utilisant 20 ul de concentration de I'extrait AE contre 200 ul R equi traités, a montré un arrét
de croissance au cours de I'expérience. Nous lisons DO a 600 nm et nous observons la courbe
avec le germe R equi qui a montré une grande sensibilité a tous les extraits AE plus de 50%
d'inhibition de croissance en présence de I’extrait AE par rapport aux bactéries non traitées et
c'est le méme controle positif de la courbe en utilisant PS (figure 41).

Les bactériostatiques limitent la croissance des bactéries en interagissant avec la synthése des
protéines, la réplication de I'ADN contribuant a la multiplication bactérienne [247].

Par contre, la dispersion du matériel génétique indique une détérioration de la membrane
cytoplasmique bactérienne qui a été examinée en analysant I’absorbance a 260 nm ADN et
ARN par spectrophotométrie en infrarouge. L'étude de la lecture des cultures traitées avec
I'extrait AE a montré une fuite significative par rapport aux bactéries non traitées. De méme
en ce qui concerne la PS, a AE extrait a révelé un dommage considérable a la membrane

bactérienne (figure 40).
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Figure 40 : Courbe montrant l'action de I'extrait AE et du PS sur R equi.
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Figure 42 : Photo illustrant 1’effet des échantillons de GLScontre R equi.
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Figure 43 : Photo illustrant 1’effet des témoins positifs sur le germe R equi.

Tableau 30 : Illustre les résultats de I'action de l'extrait AE et du PS sur R equi par rapport a
celle non traitée

Heures Bacterienontraitée Bacterietextrait AE Bacterie+PS
Moyennes Moyennes Moyennes
Resultat du DO 600nm avec Ecartype
OH 0.29+0.00 0.12+0.00 0.12+0.00
1H 0.47+0.00 0.16+0.00 0.14+0.00
2H 0.58+0.01 0.18+0.00 0.15+0.00
3H 0.64+0.01 0.23+0.00 0.18+0.00
4H 0.75+0.04 0.33+0.00 0.20+0.00
5H 0.80+0.00 0.40+0.00 0.21+0.00
6H 0.89+0.00 0.44+0.03 0.29+0.00
7H 1.20+0.00 0.50+0.00 0.30+0.00
8H 1.20+0.00 0.51+0.00 0.31+0.00
Resultatdu DO 260nm avec Ecartype

OH 0.01+0.00 0.03+0.00 0.03+0.00
1H 0.01+0.00 0.03+0.00 0.15+0.00
2H 0.02+0.00 0.08+0.00 0.19+0.00
3H 0.01+0.00 0.10+0.00 0.24+0.00
4H 0.01+0.00 0.12+0.00 0.29+0.00
5H 0.01+0.00 0.19+0.00 0.34+0.00
6H 0.01+0.00 0.23+0.00 0.45+0.00
7H 0.01+0.00 0.23+0.00 0.47+0.00
8H 0.01+0.00 0.32+0.00 0.50+0.00

1.2. Méthode de puits.

Dans ce test I’inhibition est mesurée par les germes (E coli, S aureus, P aeruginosa, R equi) sur
I’extrait MeOH.
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Tableau 30 : Enregistrement des valeurs, des zones d'inhibition des souches bactériennes testées
en mm par ’effet de I’extrait MeOH.

E coli S aureus P aeruginosa R equi
Moyenne
Extrait MeOH 13.16+0.20 19.47+0.49 11.26+0.80 16.96+0.41
Erythromycine 21.13+0.90 25.53+0.60 0£0.00 21.93+0.30
Chlorophenicol 32.86+0.41 29.53+0.55 21.43+0.49 33.96+0.40
35 - E.coli
| [ staph.aureus
I P.arcoginosa
30 [ R.equi

Zone d'inhibition en (mm)

MEOH ERYTHROMYCINE CHLOROPHENICOL

Figure 44 : Histogramme des zones d'inhibition des germestestées en mm par ’effet de I’extrait
MeOH.

L’activité antimicrobienne de I’extrait MeOH des GLS est réveléepar comparaison des
antibiotiques de référence. Les extraits MeOH des GLS a une concentration de 25 mg/ml, contre
quatre organismes pathogenes, ont été présentée dans le tableau 30. Les résultats d'inhibition ont
indiqué que I’extrait MeOH était plus actif contre ces germes dont les zones d’inhibition sont les
suivantes : contre Saureus est de 19.47+0.49 mm, contre R equi est 16.96£0.41 mm, moins
active contre E coli est de 13.16+0.20 et assez importante contre P aeroginosaest de 11.26+0.80.
Les extraits de plantes ont été comparés a lantibiotigue standard Erythromycine et

Chlorophénicol.
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Figure 45 : Photos illustrant ’effet de I’extrait MeOH contre des germes pathogénespar la
méthode de puits.

1.3. Détermination de CMI et CMB

Nous avons testé I’inhibition bacteriostatiquebactério-acide par les germes suivants : (E coli, S
aureus, P aeruginosa) sur les extraits MeOH, Ether, Petro, AE et HVP.

Tableau 31 : CMI des HVP des GLS contre trois souches bactériennes.

Bactéries (mg/ml)
E coli S aureus Paeruginosa
MeOH 4 2 >8
Ether Petro >8 1 >8
AE >8 4 >8
HVP 2 0.5 8

Tableau 32 : CMB des HVP des GLS contre trois souches bactériennes

Bactéries (mg/ml)
E coli S aureus Paeruginosa
MeOH 8 4 ND
Ether Petro ND 1 ND
AE ND 4 ND
HVP 2 1 8
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ND : non déterminé

L’activité antibactérienne de I’huile et des extraits des GLS présente une activité antibactérienne
élevée contre les trois souches de bacteries testées, la CMI varie de 0.5 & 8 mg/ml. L huile des
GLS posséde une activité antibactérienne importante dont la CMI varie entre de 0.5 a 8 mg/ml et
la CMB varie entre 1 a 8 mg/ml, plus encore, cette huile présente une CMI et CMB de 2 mg/ml
pour le germe E coli de méme pour S aureus avec un CMI de 0.5 mg/ml et CMB de 1 mg/ml,
tandis, que la CMI et CMB du P aeruginosaest de 0.5 a 8 mg/ml. AE possede une activité
antibactérienne dont CMI varie entre de 4 a >8 mg/ml et CMB de 4 mg/ml, le Saureusa un CMI
et CMB de 4 mg/ml et un CMI >8 mg/ml pour les germes E coli et P aeruginosa. Ether Petro a
une activité antibactérienne dont CMI varie de 1 a >8 mg/ml et CMB de 1 mg/ml, on enregistre
une CMI et CMB de 1 mg/ml pour le germe S aureusavec une CMI varie entre de 1 a >8 mg/ml.
MeOH possede une activité dont CMI varie entre de 2 a >8 mg/mL et CMB est 4 mg/mL,
enregistré pour la bactérie S aureus, CMB est 8 mg/mL pour E coli.

En conclusion les tableaux 32 et 33 montrent que I’huile obtenu par presse a froid presente une

meilleure inhibition bactériostatique et bactericide.

Tableau 33 : Enregistrement de 1’action des souches bactériennes testées par la méthode de
dilution sur gel de différente dilution par I’effet de I’extrait MeOH et de HVP des GLS,

1/100 1/250 1/500 | 1/1000 | 1/2000 | 1/3000 | 1/5000 T
B subtilis - + + + + + + +
E coli - + + + + + + +
S aureus - + + + + + + +
M luteus - + + + + + + +
HVP + + + + + + + +
T : Témoin ;

(-) : Absence de croissance bactérienne
(+) : Présence de croissance bactérienne

Notre recherche biologique a été suivie par méthode, série de dilution en utilisant 1’extrait MeOH
et HVP. Les résultats sont illustrés dans le tableau, a la dilution 1/100 ; on enregistre une activité
bactérienne par inhibition de croissance des germes contre les bactéries a gram positif et a gram

négatif, par contre la croissance bactérienne se maintient a cette dilution pour I’effet de I’huile.

I1. Activité antifongique par la méthode de dilution
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Nous avons testé nos échantillons vis a vis des germes pathogenes a différentes dilutions.

Tableau 34 : Action I’extrait MeOH et de HVP contre des germes fongiques a différentes

dilutions.

1/100 1/250 1/500 | 1/1000 | 1/2000 | 1/3000 | 1/5000 T

P placenta + + + + + + + +
C puteana + + + + + + + +
Cversicolor + + + + + + + +
G trabeum + + + + + + + +
P expansu + + + + + + + +
P digitatum + + + + + + + +
A niger + + + + + + + +

(+) : Présence de croissance bactérienne

Les résultats enregistrés sur le tableau 35 ne montrent aucune inhibition de nos échantillons sur
les germes fongiques a la dilution minimale de 1/100.

T : Témoin ;

D’apres nos études et les résultats ultérieurs, on pense plus difficile de comparer nos données
avec d’autres résultats pour plusieurs raisons, notamment les méthodes doses utilisées, les
souches inoculées et aussi I’environnement de travail, mais on peut déduire que nos graines ont
un pouvoir antibactérien et antifongique vis-a-vis des germes pathogenes, via des principes
antibactériens incluant des alcaloides, des saponosides et d'autres composants qui ont un effet
antibactérien ; ceci est bien documenté dans la littérature [248].

D’autre part, et sur la base de ces résultats on peut suggérer qu’il y a une bonne corrélation entre
I’activité antibactérienne des extraits GLS et leurs teneurs en composés phénoliques et
notamment en flavonoides. Ahmed et Aqgil, 2007, ont rapporté que la présence d'un ou plusieurs
groupes de composés phyto-chimiques comme les flavonoides, les tanins, les glycosides, les
phénols, les saponines, etc. sont responsables de l'activité antibactérienne des extraits, seule ou
en combinaison [249]. Ainsi, Shan et ses collaborateurs 2007, ont indiqué que les composés
phénoliques contribuent de maniere significative a l'activité antibactérienne des extraits [250].
Akrayi et Tawfeeq, 2012, ont mentionné que les résultats négatifs ou la faible activité des
extraits n'indiquent pas que les constituants bioactifs sont absents ou que la plante est inactive.
Ils ont expliqué cela par I’insuffisance de la dose utilisée et que I’activité anti-germe peut étre

obtenue avec des doses plus élevées.
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Nos résultats restentnégatifs a la dilution 1/100 au plus ; de ce fait nos recherches se poursuivent
pour une meilleure méthode antifongique ou d’augmenter la dose utilisée.

Les résultats de l'essai de diffusion sur gel indiquent que HV et tous les extraits ont un effet
positif sur le germe R equi a différents degrés d'inhibition de la croissance surtout pour les
extraits AE et MeOH, méme on a pu démontrer qu’il induit un effet bactéricide sur R equi. Plus
encore, la méthode des puits confirme le meilleur résultat obtenu par rapport aux autres

méthodes.

Figure 46 : Photos illustrant 1’effet de I’extrait MeOH et de HVP sur des germes pathogenes
a différentes dilutions.

I11. Conclusion.

Les résultats obtenus permettent de mettre en évidence la valorisation d’huiles GLS, de point de
vue production, en vue de leurs utilisations notamment pour la lutte contre les infections
microbiennes. Ceci indique que ces plantes peuvent étre utilisées pour le développement de
composés alternatifs a traiter les infections causées par les agents pathogenes étudiés. Ceci
permet d’orienter les futures recherches vers la découverte de nouveaux CcOmMposés

antimicrobiens plus efficaces.
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PARTIE 11l : Résultats sur I’activite chimique

Détermination de I’activité antioxydante et calcule statistique
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I. Pouvoir anti oxydant.

Nous avons évalué I’activité antioxydante des extraits des GLS en utilisant trois méthodes
différentes : le piégeage du radical libre DPPH", les cations radicaux ABTS et la réduction du
fer FRAP.

Test DPPH.

La teneur de la réduction par le DPPH est suivie par spectrophotométrie UV-visible, en mesurant

la diminution de I’absorbance a 517 nm provoquée par la présence de I’extrait MeOH ou EtOH
des GLS.

Test ABTS.

L’extrait MeOH ou EtOH des GLS de la plante est mis en contact avec les radicaux libres

d’ABTS et I’absorbance est lue avec un spectrophotometre a 734 nm.

Test FRAP.

Les extraits MeOH ou EtOH des GLS provoquent la réduction du fer Fe**complexe ferricyanide
en fer (1) ceci se traduit par un changement de couleur qui passe de la couleur jaune au bleu

dans le milieu réactionnel a 700 nm.

Tableau 35 : Capacités oxydatives de difféerentes méthodes des stations étudiées

DPPH " FRAP | ABTS
Regions Teneurs en extrait en ppm
MeOH | EtOH MeOH EtOH MeOH EtOH
TF 119.32 | 134.74 777.00 813.00 187.86 211.35
HZ 143.38 | 153.85 898.00 947.00 279.00 296.55
BA 162.30 | 177.40 980.00 1041.00 318.76 339.15
RM 188.05 | 196.90 | 1105.00 | 1237.00 345.09 456.88

1.2. Test DPPH.
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Figure 47 : Activités oxydatives DPPH des extraits MeOH et EtOH en moyenne des stations

étudiées
1.2. Test ABTS.
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Figure 48 : Résultats de I’activité antioxydante ABTS des extraits MeOH et EtOH en moyenne
des teneurs des composés de diverses stations étudiées.

1.3. Test FRAP.
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Figure 49 : Activités oxydatives FRAP des extraits MeOH et EtOH en moyenne des stations
étudiées.

I1. Discussion et analyses statistiques.

Dans cette étude, les tests couramment acceptés DPPH, FRAP et ABTS ont été utilises pour
évaluer l'activité antioxydante d'extraits de la plante.

Les résultats de ces tests sont présentés dans le tableau 36 qui représentent une moyenne de trois
mesures indépendantes.

L’activité antioxydante des différents extraits des quatre régions LS ont été déterminées en
calculant la ICso de I’activité de piégeage de DPPH et ABTS. En paralléle, dans le test FRAP,
l'activité antioxydante a été déterminée en calculant I'CEso de la capacité FRAP pour chaque
extrait.

Une faible valeur de I'lCsp ou de I'CEso, cela signifie que I’activité de I'antioxydant est élevée.
Les valeurs DPPH ICso, ABTS ICso et FRAP CEsp ont été comparés a la valeur 1Cso standard de
I'acide ascorbique.

Les valeurs ICso pour les activités de piégeage DPPH et ABTS des extraits des quatre régions de
la LS se trouvent dans le domaine de 119 & 196.9 et 187.8 a 456.8 pug/mL, respectivement, tandis
que le FRAP ECsp variait de 777.0 4 1237.0 ug /mL.

La stabilité des radicaux libres de DPPH est observée par OD a 516 nm. La réduction de
I'absorbance de DPPH est liée a le potentiel antioxydant d'un échantillon. La concentration d'un

échantillon ou étalon pouvant inhiber 50% du radical DPPH, l'activité est appelée ICso de
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I'activité de piégeage de DPPH. Pour le contréle positif acide ascorbique, les résultats ont montré
que les deux extraits (MeOH et EtOH) des quatre régions ont une trés capacité antioxydante.
Nous avons également observé que l'extrait de MeOH avait une activité antioxydante plus
puissante que I’extrait d'EtOH, mais toutes ces valeurs étaient trés élevées par rapport a la norme.
Une corrélation positive a été observée entre le DPPH et le dosage des composés phénoliques
pour les deux extraits de MeOH et EtOH, et les quatre emplacements avaient un degré
d'acceptation (P<0.05) voir le tableau 29.

Ces valeurs restent comparables aux résultats obtenus dans une étude précédente (ICso 0.17
mg/ml) [251].

la présence des composés phénoliques des GLS qui ont un rdle principal comme réducteurs des
radicaux libres selon Economon et al [252].

La corrélation indique que la richesse en composés phénoliques améliore I’activité antioxydante
de I'extrait vegeétal.

Le radical cation ABTS a été produit sous forme stable en utilisant du persulfate de potassium.
Aprés avoir obtenu l'absorbance stable, antioxydant de I'extrait végétal a été ajouté au milieu
réactionnel, et le pouvoir antioxydant a été mesuré en étudiant la décoloration. Il est a noter que
le TEAC des données pour tous les échantillons des extraits végétales obtenues par le test ABTS
étaient supérieurs a ceux révéles par le test DPPH.

Comme le montre le tableau, les valeurs de 1Cso pour ABTS', le radical de I'activité de piégeage
variait de 187.8 a 456.8 pg/mL, en comparant ces valeurs a celles de la norme, il est évident que
les échantillons testés sont efficaces dans leur capacité a éliminer le cation radical ABTS" en
moyenne de concentration.

Les extraits de LS des quatre régions ont montré un niveau élevé de signification (P<0.05) entre
le radical ABTS" et TPC. Une corrélation positive et significative entre TPC et l'activité
antioxydante de I'ABTS renforce les résultats observés dans la méthode de piégeage DPPH
utilisée dans cette étude. La recherche peut étre cohérente avec I'hypothese qu’une
I’augmentation des composés phénoliques totaux augmentera ’activité antioxydante des extraits
[40].

Le test FRAP mesure le potentiel de reéduction d'un antioxydant qui réagit avec une
tripyridyltriazine ferrique complexe (Fe**-TPTZ) pour produire une tripyridyltriazine ferreuse
colorée (Fe?*-TPTZ). La rupture de la chaine des radicaux libres se produit par la donation d'un
atome d'hydrogéne. A un pH bas d’environ 3.6 le complexe Fe**-TPTZ se réduit au bleu Fe?*-

TPTZ, qui a une valeur d'absorbance a 593 nm.
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Les résultats présentés dans le tableau ont montré que le MeOH l'extrait de la région TF avait
une activité puissante, ECso a 777 ug/mL et acide ascorbique standard, CEso a 44 pg/mL. Par
conséquent, cette étude a montré que des taux élevés de phénol des composés acides trouvés
dans les GLS sont les principaux contributeurs a l'activité antioxydante.

En général, le potentiel réducteur des extraits végétaux est di & la présence des molécules
capables de donner des électrons qui peuvent réagir avec les radicaux libres et les convertir en
produits stables, parmi lesquelles les polyphénols (Ferreira et al, 2007), ce qui explique le
potentiel réducteur de I’extrait LS riche en polyphénols [253]

La corrélation significative entre le test FRAP et composés phénoliques totaux (r?= 0.991 et
P<0.05) prouve que l'activité antioxydante élevée pourrait étre liée a la haute quantité de
polyphénols dans les extraits, ce qui renforce les résultats observés dans les méthodes DPPH et

ABTS utilisées dans cette étude.

I11. Conclusion.

Nous avons conclu que les régions d'ou proviennent les GLS ont une influence sur la teneur en
composes bioactifs et la capacité antioxydante. Les graines de la région du Tafraout étaient plus
prometteuses en ce qui concerne les composes flavoniques et la capacité antioxydante.

La corrélation positive induite parmi les méthodes utilisées (ABTS, DPPH et FRAP) suggere que
pour une matrice alimentaire riche en lipides, les tests peuvent étre comparables en ce qui

concerne la capacité antioxydante.
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PARTIE IV : Résultats sur ’anti-corrosion

Détermination des parametres électrochimiques

137



Resultats et discussion

|. Etude anticorrosive de I’HV (Région Tafraout).

Les graines de I’espéce LS ont été récoltées en juin 2014 a Tafraout, puis séchées au soleil et
conservées a 4°C. Les propriétés anticorrosives de nos inhibiteurs naturels (HV et extrait MeOH)
des GLS vis-a-vis de la corrosion de I’acier C35 en milieu HC1 1.0 M, sont déterminées par
I’électrochimie, afin d’évaluer ’efficacité d’inhibition et la connaissance des mécanismes mis en
jeu lors de la corrosion en I’absence et en présence de I’inhibiteur naturel utilisé. Les graines de
Cresson ont été broyées et I’extraction est effectuée par Soxhlet. Aprés I'élimination de 1'hexane
sous pression réduite I’huile est obtenue avec un rendement de 9.94+0.002% I’acier au carbone
C35 utilisé a été mécaniquement frottée avec les papiers abrasifs de differentes taille pour

pouvoir entamer son étude d’abord par gravimétrie ensuite par électrochimie.

I.1. Taux de corrosion par perte de masse et efficacité de I'inhibition
1.1.1. Effet de la concentration

La perte de masse est déterminée apres 6 h d’immersion dans HC1 1.0 M a une température égale
a 303 K. La lecture est réalisée avant et apres addition de différentes concentrations de
I’inhibiteur des GLS.

Nous avons mesuré cette perte de masse en calculant la vitesse de corrosion selon la formule (19
; 20), Elle est donnée par la relation suivante :

V : est exprimé en mg.cm?.h™,

v==° (19)

V- Vi'iih

E(%) = x 100 (20)

L'efficacité inhibitrice E de I’huile étudi¢e des GLS de la région TF est donnée par la vitesse de
corrosion (V). Les valeurs de la vitesse de corrosion (V), de I'efficacité d'inhibition E%, obtenues
par la méthode de perte de masse a différentes concentrations en inhibiteurs a 303K, sont

résumées dans le tableau 36.
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Le substrat utilisé est 1’acier de carbone C35 dont les dimensions de hauteur, de largeur et de
longueur sont respectivements1.0 cm 0.3 cm 0.9 cm. immergé dans la solution HCI1.0 M, sans et
avec addition de différentes concentrations d’huile GLS. L’efficacité inhibitrice est déterminée

apres 6 h d'immersion, a une température de 30°C.

Tableau 36 :Vitesses de corrosion et les efficacités inhibitrices pour différentes concentrations
de I’HV des GLSpour la corrosion de l'acier C35 en milieu HCI 1.0 M a 303 K

Veord(Mg.cm™.h™) Ew%
1.0 MHCL Blanc 0.1173 -
0.25 0.0432 63
HV 0.50 0.0308 73
des (GLS) g/L 1.00 0.0185 84
1.50 0.0129 89
2.00 0.0086 93

Pour I’inhibiteur testé, nous remarquons que la vitesse de corrosion (V) diminue avec

I’augmentation de la concentration en inhibiteur tandis que 1’efficacité inhibitrice augmente et

atteint des valeurs maximales de I’ordre de 93%. Ceci peut étre expliqué par 1’adsorption des

molécules actives contenues dans I’huile (noyaux aromatiques, hétéroatomes) a l'interface,

acier C35/milieu HCI, ce qui conduit a une diminution de la surface offerte a la corrosion.

Dans les milieux acides, les constituants de I’huile ou de I’extrait existent soit sous forme de

molécules neutres ou sous forme de molécules protonées, ces derniéres peuvent s’adsorber a

la surface de l'acier de plusieurs maniéres :

v Par des interactions ¢électrostatiques entre les espéces protonées de I’inhibiteur et les
ions chlorures déja adsorbeés a la surface (effet synergique).

v Par des interactions donneur-accepteur entre les électrons w des cycles aromatiques et
les orbitales (d) vacantes d'atomes de surface du fer.

v Ou par des interactions entre les paires d'électrons non liantes des hétéroatomes et les

orbitales(d) vides des atomes de surface du fer.

1.1.2. Effet de la température.

1.1.2.1. Effet de la température sur la vitesse de la corrosion de I’acier au carbone
C35.
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Le tableau 37, présente les valeurs de la vitesse de corrosion de I’acier C35 dans le milieu HCI

1.0 M en absence et en présence de différentes concentrations de I’HV des GLS.

Tableau 37 : Variation de la vitesse de corrosion de I’acier C35 en milieu HC1 1.0 M en
l'absence et en présence d’inhibiteur.
V (mg cm? h™)

Concentration (1/g)

T (K) HCILOM 0.25 0.50 1.00 1.50 2.00

Huile | 303 0.1173 0.0432 0.0308 0.0185 0.0129  0.0086
c?isé 313 | 0.1245 0.0498 0.0375 0.0274  0.0249 0.0124

323 | 0.1523 0.0639 0.0502 0.0456  0.0350 0.0243
333 1.2042 0.6623 0.6021 0.4455  0.3853 0.2649

A partir des résultats du tableau 38, on peut noter que la vitesse de corrosion de l'acier C35
diminue avec I’augmentation de la concentration de I’inhibiteur de I’huile végétale des GLS dans
I’intervalle dont la température étudiée (303 a 333 K). Pour chaque concentration de 1’inhibiteur
la vitesse de corrosion augmente avec 1’augmentation de la température. Ainsi, en absence

d’inhibiteur, I’augmentation de la vitesse de corrosion est aussi trés remarquée.

1.1.2.2. Effet de la température sur Pefficacité d’inhibition de I’acier au carbone
C35.

Nous avons mesuré les parametres électrochimiques du matériau d'acier au carbone d'une surface
de 0.27 cm?dans la solution de HCI 1.0 M contenant différentes concentrations de I'inhibiteur de
I’HV ou extrait MeOH des GLS a 303 K ou bien de fixer la concentration efficace et faire varier
la température. Pour ce faire, nous avons effectué des données électrochimiques stationnaires en
potentiodynamique réalisées dans une plage de températures de 303-333 K. Nous avons ensuite
enregistré les courbes de polarisation de I’acier au carbone C35 avec et sans inhibiteur a 2 g/L.

Le tableau 38, regroupe les valeurs de I’efficacité d’inhibition de la corrosion de I’acier au
carbone C35 dans HCI/1.0 M a différentes températures. Les résultats obtenus révélent que

l'efficacité d'inhibition augmente avec 1’augmentation de la concentration en inhibiteur.
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Tableau 38 : Variation de I’efficacité inhibitrice de ’acier C35 dans HCI 1.0 M a différentes T°
sans et avec addition de différentes concentrations en HV.

Cinn (Q/L) Efficacité inhibitrice (%0)
L’HV des (GLS)
303 K 313K 323 K 333K
0.25 63 60 58 45
0.50 73 70 67 50
1.00 84 78 70 63
1.50 89 80 77 68
2.00 93 90 84 78

Pour toutes les concentrations étudiées, 1’efficacité diminue lorsqu’on augmente la température.
Ceci peut étre expliqué par la diminution de [lintensité du processus d'adsorption a des
températures élevees.

Les résultats du tableau 38, montrent que I’HV des GLS inhibe la corrosion de carbone d’acier
C35 dans toutes les concentrations utilisées dans les essaies étudies. On peut observer a partir de
ce tableau 38 que la vitesse de corrosion de I'acier au carbone diminue, tandis que I'efficacité de
la protection augmente en fonction de 1’augmentation de concentration de 1’huile végétale des
GLS dans les solutions de HCl 1.0 M. L’efficacit¢ E% est maximale a 93% pour une
concentration de 2 g/L et une augmentation supplémentaire de la concentration n'a pas entrainé
de changement dans la performance de l'inhibiteur, ce comportement peut étre attribué a
l'augmentation de la surface couverte due a l'adsorption de composés naturels sur la surface de
I'acier au carbone [254]. Ceci peut étre expliqué par I'adsorption des molécules actives contenues
dans notre huile a I'interface acier C35/milieu HCI, ce qui conduit a une diminution de la surface
offerte a la corrosion. Dans les milieux acides, les constituants de 1’huile ou de I’extrait existent
soit sous forme de molécules neutres ou sous forme de molécules protonées ; ces derniéres
peuvent s’adsorber a la surface de I'acier de plusieurs maniéres. En effet, les molécules formées
d'un groupe hydrophile polaire attaché a un groupe hydrophobe non polaire. En solution aqueuse
I'action inhibitrice des molécules peut étre due a une adsorption physique (électrostatique) ou
chimisorption sur la surface métallique en fonction de la charge de la surface solide et du
changement d'énergie du transfert d'une chaine hydrocarbonée de l'eau a la surface solide.
L'adsorption de ces molécules modifie nettement la propriété de résistance a la corrosion du
substrat et pour cette raison, les études sur la relation entre l'adsorption et Il'inhibition de la
corrosion sont d'une importance considérable [255].

D’aprés les résultats du tableau 38 ci-dessus, on déduit nettement que I’inhibiteur utilisé,

renferme des bons constituants présentant de propriétés inhibitrices de la corrosion vis-a-vis de
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I’acier C35 en milieu HCl 1.0 M.Des résultats analogues, rapportés par plusieurs auteurs,
concernant la variation de I’efficacité en fonction de la concentration et de la température,
obtenues lors d’une étude gravimétrique [256]. Nos résultats gravimétriques n’expliquent pas les
mécanismes réactionnels mis en jeu lors de la corrosion. Par conséquent, nous faisons appel a
d’autres techniques électrochimiques plus complets pour montrer le processus électrochimique

mise en jeu lors de la corrosion.
I.2. Etude électrochimique.

Avant d’étudier le comportement de I’acier C35 plongé dans un milieu inhibé, il est essentiel de
bien connaitre le comportement électrochimique de I’interface métal/milieu acide. Des essais
électrochimiques ont été donc effectués en absence et en présence d’inhibiteur a différentes
concentrations. Dans la méthode potentiostatique, le potentiel appliqué varie de fagon continue
de -800 a 0 mV. Le potentiel de 1’¢électrode de travail est stabilisé pendant 30 min avant de
procéder aux mesures des courbes I1=f (E).

Le processus de linterface métal-solution est déterminé par la cinétique électrochimique, de
transport de matiére, adsorption des espéces sur 1’électrode, les courbes de polarisation sont
exploités pour mesurer la vitesse de corrosion et d’autres parametres a savoir: le courant de
corrosion leorr, les pentes de Tafel, la résistance de polarisation Ry et La capacité de la double
couche Cget la résistance de transfert de charge Ry; de méme 1’adsorption a I’électrode permet de

tracer du type Arrhenius a été utilisé pour le calcul des valeurs d’energied‘activation.
1.2.1. Effet de la concentration.

Les représentations de Nyquist ont été faites a partir de ces expériences par un transfert des
données dans la mémoire d'ordinateur, ce qui permet ensuite de tracer les diagrammes
d'impédance. Les segments linéaires de Tafel des courbes anodiques et cathodiques ont été
extrapolés au potentiel de corrosion pour obtenir des densités de courant de corrosion lcorr, ba €t
bc sont les pentes de Tafel anodiques et cathodiques. L'efficacité d'inhibition a été évaluée a

partir des valeurs lcor rmesurées en utilisant la relation (voir formule 16)

E% = 1leerr y 100 (16)

corr
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Les courbes de polarisation cathodique et anodique de I'acier au carbone de I’acier C35 dans 1.0
M HCI en absence et en présence de I’HV des GLS des différentes concentrations a 303 K (voir
figure 58). Les valeurs des paramétres électrochimiques associés sont donnees dans le tableau

40. Celle-ci est obtenue apres 1/2 heure d’immersion a une température de 303 K.
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Figure 50 : Courbes de polarisation cathodique et anodique de l'acier au carbone dans 1.0 M
HCl en présence de différentes concentrations de ’'HV des GLS a 303 K.

L'étude de la figure 50 révele que l'addition de I’huile végétale des GLS a une solution de HCI
1.0 M réduit la dissolution anodique de l'acier et retarde également la réaction d'évolution de
I'nydrogene cathodique. Ces résultats indiquent que cet inhibiteur organique présente des effets
d'inhibition cathodigue et anodique. Par conséquent, I’HV des GLS peut étre classe comme un

inhibiteur d'effet relativement mixte dans 1.0 M HCI.

Tableau 39 : Parametres électrochimiques de I'acier au carbone a diverses concentrations de
I’HV desGLS dans 1.0 M HCI et efficacité d'inhibition correspondante.

Inhibiteur(g/L) -Ecorr lcorr -be ba Ei (%)
(mV/ECS) (LA /cm?) (mV/dec) (mV/dec)
Blanc 447.6 779 93.30 85.0 —
0.25 466.5 239 93.60 122.5 69
0.50 427.4 203 137.30 76.0 74
1.00 434.7 184 16.80 72.1 76
1.50 453.1 142 87.90 95.9 82
2.00 454.3 107 89.20 85.9 86
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Le tableau 39, regroupe les valeurs des paramétres électrochimiques déterminés par extrapolation
des courbes de polarisation précédemment obtenues, la densité du courant de corrosion lcorr, le
potentiel de corrosion Ecorr, la pente de Tafel cathodique b, la pente de tafel anodique ba ainsi
que I’efficacité inhibitrice de corrosion E%. A partir des résultats du tableau 39, on peut
remarquer que les valeurs des densités de courant de corrosion lcorr de I'acier au carbone C35
dans les solutions contenant l'inhibiteur étaient inférieures a celles de la solution & blanc. A
toutes les concentrations d'inhibiteur les valeurs d’lcorr SONt réduites. Le potentiel de corrosion
Eo.o de I'acier au carbone C35 est de -447.6 mV dans le milieu témoin, cette valeur est de -466.5
mV pour I’HV des GLS a une concentration de 0.25 g/L. Les données affichées montrent que
I’augmentation de la concentration de I’'HV des GLS diminue I’intensité de courant lcorr,
atteignant 86% a 2 g/L. Les valeurs de ba et b sont légérement modifiées, indiquant que le
mécanisme d'inhibition se produit par simple blocage des sites cathodiques et anodiques actif de
la surface métallique [257]. Les courbes de polarisations ci-dessus, figure 52 montrent que les
réactions anodiques et cathodiques sont affectées par addition de I’inhibiteur. En général, les
réactions anodiques et cathodiques d’un acier au carbone dans une solution acide sont
caractérisées par I’oxydation de fer et par la réduction de I’hydrogéne dissout dans le milieu.
Dans le domaine cathodique, 1’addition des différentes concentrations de I’huile végétale des
GLS induit une diminution importante du courant partiel cathodique, correspondant a la
réduction du proton. En effet, les courbes cathodiques se présentent sous forme de droites de
Tafel, indiquant que la réaction de réduction de 1’hydrogéne a la surface de 1’acier au carbone
C35 se fait selon un mécanisme d’activation pure.

Il a été rapporté dans la littérature qu'un déplacement dans Ecorr SUpérieure a 85 mV par rapport a
Ecorr du blanc implique que l'inhibiteur peut agir comme un type anodique ou cathodique, tandis
qu'un déplacement dans Ecorr inférieure @ 85 mV implique que linhibiteur est du type mixte
[258]. Dans la présente étude, I'évolution des valeurs d’Ecorr pour toutes les différentes
concentrations de 1’huile végétale des GLS étudiées est dans la gamme de 69-86 mV ; I’huile agit
comme un inhibiteur du type mixte, avec prédominance cathodique. Pour une concentration
optimale de 2 g/L les différentes concentrations de I’HV des GLS est considérée comme étant le
meilleur inhibiteur dont I’efficacité inhibitrice est maximale et atteint 86%. L’effet inhibiteur de
I’huile étudiée peut étre attribué a 1’adsorption des molécules de ces huiles sur la surface de
’acier avant d'agir par simple blocage de ses sites actifs. Le méme comportement a été observé
dans plusieurs travaux de recherche concernant le méme milieu, comme le cas de I’huile de

Silybum marianum [259], I’extrait aqueux des feuilles d’Eucalyptus et I’huile d’argan [260].
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1.2.2. Effet de la température.

La température est I’'un des facteurs susceptibles de modifier le comportement d’un matériau
dans un milieu corrosif. Elle peut modifier I’interaction métal inhibiteur dans un milieu donné.
En général, lorsque la température augmente, des changements sur I’action des inhibiteurs
apparaissent. Les complexes formés peuvent se dissoudre plus facilement lorsque la température
augmente. L’influence de la température sur ’efficacité des inhibiteurs naturels, notamment en
milieu acide a fait 1’objet de plusieurs articles [261]. Nous avons étudié I’effet de I’augmentation
de la température sur I’efficacité inhibitrice de I’huile et extrait testé, pour déterminer quel type
d’adsorption de I’inhibiteur a la surface du métal (chimisorption ou physisorption), et nous a
permis aussi de calculer I’énergie d’activation Ea, ’enthalpie d’activation AHa et 1’entropie

d’activation ASa du processus de corrosion.

Mesure de la température par potentiometrie.

L’évaluation de la température sur D’efficacité inhibitrice de I’huile végétale des GLS a
également été étudiée par potentiomeétrie. Les deux figures 60 et 61, représentent 1’cffet de la
température sur les courbes de polarisation cathodiques et anodiques de I’acier C35 en milieu
HCI 1.0M, en absence et en présence de 2 g/L de I’inhibiteur. Afin d'examiner I'influence de ce
parametre sur l'efficacité inhibitrice des inhibiteurs, nous avons effectué des mesures
électrochimiques stationnaires en mode potentiodynamique dans un intervalle de température

comprise entre 303 et 333 K.
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Figure 51 : Courbes de polarisation pour I’acier C35 dans la solution HCI 1.0 M a différentes
TC.
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Figure 52 : Courbes de polarisation potentiométrique de I'acier au C35dans du HCI 1.0 M en
présence de 2 g/L de I’HV des GLS a différentes T°.

Selon les résultats des figures 51, 52 et le tableau 40, nous remarquons ce qui suit :

Les densités de courant augmentent avec I’augmentation de la température de 303 a 333 K, les
courbes dans la partie cathodique sont paralléles, indiquant que la réduction des ions H* a la
surface de I’acier se fait selon un mécanisme d’activation pure dans tout le domaine de
température étudié. Le potentiel de corrosion Ecorr de I’acier C35 est légérement modifié par
I’accroissement de la température de 303 a 333 K, dans HCI 1.0 M sans et avec inhibiteur. De

fagcon générale, I’évolution des courants de corrosion dans la solution HC1 1.0 M (blanc) présente

146



Resultats et discussion

une croissance rapide, confirmant une dissolution métallique croissante avec 1’augmentation de
la température. Nous remarquons que 1’augmentation de la température provoque une diminution
d’efficacité inhibitrice dans tout le domaine de température étudi¢. Ce comportement a été
expliqué par Ammar et al, comme le résultat des interactions spécifiques possibles entre la
surface de fer et l'inhibiteur. L’augmentation de la température induit a une désorption de la

molécule inhibitrice [262].

Tableau 40 : Paramétres de polarisation pour I'acier au C35 dans 1.0 M HCI sans etavec GLS a
différentes T°.

Milieu T(K) | -Ecorr lcorr -be ba Ei (%0)
(mV/ECS) (MA/cm?) (mV/dec) (mV/dec)
303 447 778 93.3 85.0 —
Blanc 313 444 1100 125.5 115.3
323 451 1500 111.1 111.5
333 443 2118 170.3 161.8
Huile 303 450 107 137.8 87.8 86
des 313 472 215 160.0 99.4 80
(GLS)2¢/L | 323 484 320 104.4 91.6 76
333 508 600 170.4 119.5 71

1.3. Calcule thermodynamique.

Dans cette étude, la dépendance de type d’Arrhenius observée entre le courant de corrosion et la
température, nous a permis de calculer la valeur de I’énergie d’activation du processus de

corrosionEa, en absence et en présence des inhibiteurs, selon 1'équation d’Arrhenius [263]

IE?I!!
RT

jr|:'|:|nﬂf"af' =4 'Expl: ] (21)

Ea: I’énergie d'activation (kJ.mol™)

A=facteur pré-exponentiel d'Arrhenius,

lcorr : densité de courant de corrosion (A.cm™),

R : la constante des gaz parfaits (J.mol?. K1)

T : température absolue (K).

La figure 60, illustre la variation du logarithme de la densité de courant de corrosion [In (lcorr)]
en fonction de I’inverse de la température absolue (10%T). Les fractions d’Arrhenius [In leorr= f

(10%/T)] sont des droites linéaires pour les différentes concentrations sans et avec inhibiteur et
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pour I’inhibiteur étudié (coefficient de corrélation varie de R?=0.987 & 0.999). Ces résultats, nous

ont permis de calculer 1’énergie d’activation pour I’inhibiteur selon I'équation suivante :

RT ASa —dHnJ

Icorr = 3, €XP TI exp |1 (22)

AHa : est I'enthalpie d'activation,

N : est le nombre d'Avogadro,

ASa: est I'entropie d’ Activation,

Les données du tableau 42, montrent que I'énergie d'activation apparente augmente par addition
d'inhibiteurs par rapport a la solution a blanc. Ceci suggére que les molécules étudiées créent une
barriere a la charge et au transfert de masse. La valeur d’Ea dans la solution inhibée peut
également étre corrélée avec I'épaisseur accrue de la double couche, qui améliore la valeur Ea de

la réaction de corrosion [264].
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Figure 53 : Tracés d'Arrhenius pour l'acier au C35 dans 1.0 M HCl et 1.0 M HCI+2 g/L de I’'HV
des GLS.

Les droites obtenues ont une pente égale a (-AHa/R) et une ordonnée a I’origine égale a [In
(R/INh) +(AS4/R)]. A partir de ces droites, nous pouvons calculer les valeurs de AHa et ASa. (Voir
tableau42). La comparaison des énergies d’activation obtenues en l'absence ou en présence de
I’inhibiteur, nous pouvons prévoir la dépendance du pouvoir protecteur de I’inhibiteur vis-a-vis

de la température.
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Selon les résultats du tableau 41, il est bien clair que les énergies d’activation en présence de
I’inhibiteur sontsupérieures a celles correspondantes a HCI 1.0 M seul. Cette augmentation de
I’énergie d’activation peut étre attribuée a la physisorption de I’inhibiteur étudié. Ces résultats

sont en bon accord avec la littérature [265].
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Figure 54 : Tracés d'état de transition pour l'acier au C35 dans du HCI 1.0 M et du HCI 1.0 M+2
g/L de I’HV des GLS.
Tableau 41 : Parametres d'activation pour l'acier au carbone dans un milieu HCI 1.0 M sans et
avec l'addition de l'inhibiteur a la concentration optimale.

Milieu Ea AHa -ASa

(KJ/ masse moléculaire) | (KJ/ masse moléculaire) | (3 K1/ masse moléculaire)
Blanc 27.79 25.15 106.74
Huile des GLS 46.74 44.10 60.44

Le signe positif de I'enthalpie AHa reflete la nature endothermique du processus de dissolution de
I'acier, ce qui signifie que la dissolution de l'acier est difficile. En comparant les valeurs de
l'entropie d'activation ASa listées dans le tableau 41, il est clair que AS. augmente en présence
des inhibiteurs étudiés par rapport a la solution d'acide libre. ASa accrue de l'activation en
présence d'inhibiteur indique que le désordre est augmenté en passant du réactif au complexe
activé. Ceci s’explique par l'adsorption des molécules inhibitrices sur la surface métallique a
partir de la solution acide qui peut étre considérée comme une quasi-substitution entre les
molécules inhibitrices dans la phase aqueuse et les molécules H2O sur la surface de I'électrode.
Dans une telle condition, l'adsorption des molécules inhibitrices est suivie par la désorption des
molécules d'H>O de la surface de I'électrode. Ainsi, l'augmentation de AS, est attribuée a

I'entropie du solvant H>O. Les valeurs élevées et négatives des AS, impliquent que le complexe
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activé a l'étape cinétique déterminante représente une association plutdt qu’une dissociation,
signifiant qu’il y a diminution du désordre lors de la transformation des réactifs en complexe
activé [264].

En conclusion, les données thermodynamiques trouvées prouvent que I’inhibiteur étudié

s’adsorbe a la surface de I’acier par des liaisons faibles (physisorption).

I.4. Mesures par S.1.E

L’étude du comportement du substrat C35 vis-a-vis de la corrosion en milieu acide
chlorhydrique 1.0 M et en présence de différentes concentrations de I’HV des GLS a été
complétée par la technique de S.1.E. C’est une représentation de Nyquist qui permet de voir les
différentes « boucles et droites » du diagramme mais masque souvent les résultats a haute
fréquence, ce mode nous permet de déterminer les paramétres électrochimiques tels que la
résistance de 1’électrolyte Rs, la résistance de transfert de charge R et la capacité de double
couche Cqi.

Les diagrammes de Nyquist sont obtenus apres 1/2 heure d’immersion en circuit ouvert.
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Figure 55 : Diagrammes de Nyquist pour I'électrode en acier avec et sans HV des GLS aprées 30
min d'immersion a 303 K.

L’interprétation des diagrammes de Nyquist, permet de déterminer les différents processus qui

ont lieu a la surface de 1’¢lectrode. Les spectres d’impédance obtenus forment une seule boucle
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capacitive, ce qui signifie également que I’adsorption de I’inhibiteur se fait par simple
recouvrement de la surface de I’acier.

Tous les spectres d'impédance montrés sur la figure 54 révélent un seul demi-cercle capacitif
déprimé dans I’intervalle de fréquences étudiées, ce qui indique que le processus de dissolution
est lié au processus de transfert de charge [264]. De plus, les diamétres des boucles capacitives
augmentent fortement avec la concentration croissante de GLS sans modification de celle-ci. La
capacité de double couche Cq et la fréquence a laquelle la composante imaginaire de I'impédance

est maximale -Zmax sont trouvées comme représenté dans 1’équation :

1
Ca=— (23)

t

@ = 2Tf 0 (24)

Tableau 42 : Paramétres électrochimiques et efficacités inhibitrices de la corrosion de 1’acier
C35 dans HCI 1.0 M sans et avec addition de différentes concentrations en inhibiteur.

Milieu Conc (g/L) R: (Q em?) frnax (HZ) Cai (uflcm?) Ert (%) 0
Blanc — 20.26 70.20 111.90 — —
0.25 80.77 20.00 98.57 75 0.75
0.50 110.00 15.82 85.15 81 0.81
HYV des 1.00 111.30 17.00 84.15 82 0.82
GLS 1.50 138.50 15.82 72.67 85 0.85
2.00 445.40 6.12 58.40 95 0.95

Les données présentées dans le tableau 42, révelent que la valeur de Rt augmente avec I'addition
de I’HV des GLS par rapport au blanc, I'augmentation de la valeur R; est attribuée a la formation
d'un film protecteur a linterface métal/solution. La valeur Cq diminue en augmentant la
concentration de I’inhibiteur, indiquant 1’augmentation de 1'épaisseur de la double couche
électrique, suggeérant que les molécules inhibitrices sont adsorbées a l'interface métal/solution
[266]. L’augmentation des valeurs de Rt peut étre liée également au remplacement progressif des
molécules d'eau et d'autres ions initialement adsorbés sur la surface de I’acier par les molécules

des huiles et par conséquent a une diminution du nombre de sites actifs [267].

Comparaison des efficacités.
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Les valeurs defficacités inhibitrices E% calculées par les mesures de polarisation LP sont en bon

accords avec celles obtenues a partir des mesures d’impédance, pour I’inhibiteur étudié.

EEm s
0l |mmmLP I I
0,5 1,0 15 2,0

Concentration (g/L)

Figure 56 : Histogramme de comparaison des E (%) obtenues a partir des LP et S.I.E pour les
différentes concentrations de I’HV des GLS.

La figure 56, illustre 1’évolution des E (%) obtenues par la méthode S.I.E a 303 K, en fonction de
différentes concentrations en huile. Le résultatde I’inhibiteurest en bon accord avec la littérature.
L’étude de 1’'effet d’huile de partie aerienne d’Artémisiamés atlantica sur la corrosion de l'acier
doux en milieu HCI 1.0 M a montré que E% augmente avec l'augmentation de la concentration,
pour 2.76 g/L; le taux d’inhibition observé est de 91.6% a 303 K [268].

L.5. Effet du temps d’immersion.

Le suivi de I’évolution de la résistance de transfert de charge Ride I’acier C35 a différents temps
d’immersion (0.5h, 1h, 3h et 6h) dans le milieu HCI 1.0 M sans et avec I’addition de I’inhibiteur
I’HV des GLS, permet d’avoir des informations importantes sur la stabilité de la couche
protectrice qui se forme a la surface. La figure 57, illustre les diagrammes de Nyquist obtenus
pour ’acier C35 en milieu HCI 1.0 Mavecl’addition 2 g/L de I’'HV des GLS dans différents

temps d’immersion étudiés.
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Figure 57 : Diagrammes de Nyquist de I'acier C35 dans du HCI 1.0 M avec une solution de 2

g/L des GLS en fonction des temps d'immersion.

Tableau 45 : Parametres électrochimiques obtenus par S.1.E de l'acier C35 dans HCI 1.0 M

Re/(Q.em’) | foa/Hz Cal(uF/cm?) x 10° E%

1/2 h 92 32.40 5.34 78
1h 86 28.80 6.42 76

3h 84 27.90 6.79 76

6 h 77 25.06 8.25 74

A partir de ces résultats, on constate que la résistance de transfert de charge Rt décroft en fonction

du temps d'immersion pour atteindre une valeur maximale de 77 Q.cm? pendant 6 heures

immergées dans le milieu corrosif, alors que la capacité du double couche Cq augmente une
valeur de 8.25x10° uF.cm?.

[ T e L N o ¥ o N = T o« B Vs |
Ca/ (UF/cm?)x10°®

1/2h

1h

3h

6h

le temps d'immersion en h

——Cd|
—fll—Rct

Figure 58 : Variation de R: et de Cq en fonction du temps d'immersion.
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L’augmentation de R: et la diminution de Cq sont vraisemblablement dues au déplacement des
molécules d’eau par les ions CI" de I’acide HCI et I’adsorption des molécules organiques
contenants dans I’HV des GLS sur la surface d’acier. Par contre, la diminution de Riet
I’augmentation de Cqiapres 6 h, peut-étre expliqué par la désorption de certaines molécules de la

surface du substrat.

1.6. Etude de I’effet de la température mesuré par S.1.E

Pour déterminer I’effet de la température sur le comportement de I’acier C35 en milieu HC1 1.0
M en présence d’inhibiteur, nous avons suivi ’influence de ce parameétre apreés Y2 h d’immersion
sur la concentration. Les figures 59 et 60 présentent les diagrammes de Nyquist obtenus a
différentes températures pour le blanc et pour la concentration optimale de 2 g/L d’inhibiteur.
Les diagrammes ont la méme allure pour les autres concentrations, ils sont constitués d’une
semi-boucle capacitive sur toute la gamme de températures étudiée. Le méme comportement est
observé pour les diagrammes du blanc. La présence d’uneseule boucle capacitive pour tous les
diagrammes d’impédance montre la formation d’une couche protectrice a la surface d’acier
conduisant a I’inhibition de la corrosion [269]. La présence d’une seule boucle capacitive est
attribuée au processus de transfert de charge électronique sur une surface inhomogene. Pour les
diagrammes obtenus sans inhibiteur, la taille de la boucle capacitive diminue avec
I’augmentation de la température, le méme comportement a été enregistré en présence
d’inhibiteur, cependant les boucles obtenues avec I’'inhibiteur utilisé restent plus élevées que
celles obtenues en solutionacide seule. Ce qui montre que I’huile étudiée joue toujours son role

en tant qu’inhibittice de corrosion dans I’électrolyte HCI 1.0 M.
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Figure 59 : Diagrammes de Nyquist de I’acier C35 en milieu HC1 1.0 M a différentes T°.
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Figure 60 : Diagrammes de Nyquist de ’acier C35 en milieu HC1 1.0 M+ 2 g/L de I’HV.

Pour obtenir les paramétres électrochimiques, nous avons traité les diagrammes d’impédance
en utilisant le circuit électrique équivalent (CPE) qui modélise I’interface électrode/électrolyte
et en ajustant ses parametres par rapport aux points expérimentaux par le logiciel Ec-Lab. Les

courbes simulées se raccordent avec des données expérimentales.

1.7. Isotherme d’adsorption.

La plupart des extraits naturels contiennent des hydroxyles et des noyaux aromatiques, tels que
les tanins, les flavonoides, les stéroides. Certains nombres de groupes hydroxyles sont capables
de former des liaisons solides et aboutir a la formation de complexes. Ces derniers ainsi formés
provoquent le blocage de certains sites actifs sur la surface métallique au contact de 1’électrolyte,
et par conséquent, retardent la dissolution du métal [270].

L’inhibition de la corrosion des métaux par les composés organiques a été expliquée par leur
adsorption sur la surface métallique.

Les isothermes d'adsorption sont alors un complément important susceptible de déterminer le
mécanisme électrochimique qui conduit a I’adsorption de ces composés sur la surface d’acier.
L’isotherme d’adsorption exprime la relation entre le taux de recouvrement d’une interface par
I’espéce adsorbée @ et la concentration de 1’espéce en solution Cinn [271].

Les isothermes d'adsorption sont trés importants dans la détermination du mécanisme des

réactions organo-électrochimiques [272].
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La détermination du type d’isotherme nécessite le calcul du taux de recouvrement 6. par la S.I.E

en utilisant 1’équation suivante :

inh _
e — RE‘E REE(25)
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Figure 61 : Traces de Langmuir de (Cinch/8) VS Cinch pour I’HV des GLS.

Les valeurs de couverture de surface a différentes concentrations d'inhibiteur, obtenues a partir
de mesures S.1.E a 303 K, ont été utilisees pour expliquer la meilleure isotherme pour déterminer
le processus d'adsorption. Les isothermes les plus fréquemment utilisés sont Langmiur, TemKin,
Frumkin, Parsons, Hill de Boer, Flory-Huggins et Dahar-Flory-Huggins et Bockris-Swinkel.
Cependant, le meilleur ajustement est obtenu a partir de I'isotherme de Langmuir (figure 61 :
coefficient de corrélation).

Les données ont été testées graphiquement, voir la figure 63, en ajustant a l'isotherme de
Langmuir qui est donnée par I’équation ou Cinn €St la concentration d'inhibiteur d'équilibre, Kads
constante d'équilibre adsorbant. A partir des intersections de I'axe C/6 des droites, la valeur K a
été calculée ; K=8.43L/g. K est lié a I'énergie libre d'adsorption standard de Gibbs.

Lorsque R est la constante de gaz universelle, T la température thermodynamique et la
concentration d'eau dans la solution est de 1000 g/L. Généralement, pour des valeurs d'environ
-20 kJ mol™ ou moins négatives, le type d'adsorption est considéré comme une physisorption ;

ceux autour de -40 kJ.mol ou plus négatifs sont associés a la chimisorption [273].
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Cependant, le calcul de la valeur de ’HV des GLS n'est pas possible car la masse moléculaire
des composants de I'huile n'est pas connue. Cette limitation est notée par certains auteurs dans le
cas des extraits végétaux utilisés comme inhibiteurs de corrosion pour l'acier en milieu acide
[274].

Les valeurs de AGags calculées sont inférieures a -20 kJ mol?! dans le cas de I’inhibiteur,
montrant que cet inhibiteur estphysisorbé sur la surface métallique. La dépendance de AGags a la
température, peut-étre interprété selon ce qui suit :

Si les valeurs de AGags augmentent en fonction de la température (deviennent moinsnégatifs),
alors le processus d’adsorption est exothermique, 1’adsorption del’inhibiteur est influencée par
I’augmentation de la température provoquant ainsi sa désorption de la surface de 1’acier.

Si les valeurs de AGags diminuent en fonction de la température (deviennent plus négatives), alors
le processus d’adsorption est endothermique, 1’adsorption de I’inhibiteur est favorisée par
I’augmentation de la température. Le cas (a) est observe pour l'adsorption de I’inhibiteur étudié a
la surface de I'acier C38 dans une solution HCI en fonction de la température, indiquant ainsi que
le processus d'adsorption est exothermique [275]

Les valeurs de moins en moins négatives de AGads sont accompagnées d’un processus
d’adsorption exothermique, ce qui est en parfait accord. Quand le processus d’adsorption est

exothermique, les valeurs de AGagsdoivent connaitre une diminution et vis versa [276]

I1. Etude de ’extrait methanolique sur I’acier C35 (Région Tafraout).

I1.1. Courbes de polarisation.

11.1.1. Effet de concentration.

La figure 62, montre les courbes de polarisation cathodique et anodique de l'acier C35 dans du
HCI1 1.0 M en I'absence et la présence de I'extrait de MeOH des GLS de diverses concentrations a
303 K, tandis que les valeurs des parametres électrochimiques ajoutés sont présentées dans le
tableau 46. L'addition des GLS & une solution d'HCI 1.0 M a ralenti la diminution de la
dissolution anodique de I'acier C35 et retardé la réaction de dégagement d'hydrogene cathodique.
L'extrait de MeOH des GLS peut étre classé en tant qu'inhibiteur a effet relativement mixte dans

du HCI 1.0 M, car son effet est présenté a la fois cathodique et anodique.
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Le tableau 4, montre que les valeurs de densité de courant de corrosion lcorr de l'acier C35 dans
les solutions contenant l'inhibiteur étaient inférieures a celles de la solution a blanc a toutes les
concentrations d'inhibiteur. Les valeurs de ba et be sont légerement modifiées, ce qui indique que
le mécanisme d'inhibition est apparu en bloguant simplement les sites cathodiques et anodiques
disponibles & la surface de l'acier C35.
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Figure 62 : Courbes de polarisation cathodique et anodique de I'acier C35 dans du HCI 1.0 M en
présence de différentes concentrations d'extrait MeOH des GLS a 303 K.

Tableau 46 : Parametres électrochimiques et efficacité inhibitrice de la corrosion de I’acier au
carbone C35 dans du HCI 1.0 M sans et avec addition de différentes concentrations a 303 K

d’extrait MeOH des GLS.

Inhibiteur -Ecorr Leorr -be ba Ei
(g/L) (mV/ECS) (LA/cm?) (mV/dec) (mV/dec) (%)
Blanc 447.60 779.00 93.30 85.00 —
0.25 441.17 328.73 80.70 67.80 58
0.50 481.39 199.42 76.70 76.00 74
1.00 479.47 188.52 82.10 103.90 76
1.50 485.02 186.96 100.70 128.10 76
2.00 461.55 125.00 62.00 59.90 84

Les valeurs enregistrées montrent que I'élévation de la concentration en extrait de MeOH des
GLS et la réduction de lcorr, donnant lieu a 84% a 2 g/L, mais modifient Iégérement les valeurs
d'Ecorr, montrent qu'il pourrait agir en tant qu'inhibiteur de corrosion [277]. La plus grande
protection contre la corrosion obtenue a ces concentrations suggere que l'extrait de MeOH

pourrait étre un inhibiteur de corrosion efficace.
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Figure 69 : Efficacité d'inhibition E% en fonction de la concentration g/L de I'extrait de MeOH
des GLS a la T° ambiante.

La modification de I'efficacité inhibitrice de notre inhibiteur en fonction de la concentration en

milieu HCI 1.0 M (figure70) augmente avec la concentration.

11.1.2. Effet de la température.

Les composés organiques peuvent étre plus facilement altérés lorsque la température augmente.
L'augmentation entraine donc une diminution de la résistance a la corrosion de l'acier [278]. Les
données de dosage des parametres électrochimiques de l'acier C35 dans du HCI 1.0 M en
fonction de la température avec l'inhibiteur de I'extraction de MeOH GLS a la concentration de 2
g/L sont résumés dans le tableau 47. Il est certain que les mesures lcorr augmentent en
augmentant la température dans les deux solutions et que la valeur d'efficacité diminue et que
I'efficacité inhibitrice diminue avec l'augmentation de la température de 303 a 333 K en absence
et en présence d'extrait MeOH des GLS, ce qui conduit a ’augmentation de la densité de courant,
I’augmentation de la température affecte les liaisons entre I’inhibiteur et la surface de 1’acier
C35.

Pour expliquer le mécanisme d'inhibition et calculer les énergies d'activation du processus de
corrosion, des mesures de polarisation sont effectuées a différentes températures en l'absence et

en présence d'une concentration de 2 g/L de cet inhibiteur.
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Figure 70 : Effet de la T° sur les courbes de polarisation de I'acier C35 dans un milieu HCI 1.0
M en l'absence d'extrait MeOH des GLS.
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Figure 71 : Effet de la T° sur les courbes de polarisation de I'acier C35 en milieu HCl en
présence d'extrait MeOH des GLS a 2 g/L.
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Tableau 45 : Influence de la T° sur les parametres électrochimiques de I'acier C35 en milieu

HCI 1.0 M en l'absence et en présence de 2

/L de I'extrait MeOH des GLS.

Inhibiteur TK -Ecorr lcorr -bc ba E (%)
(mV/ECYS) (LA/cm2) (mV/dec) (mV/dec)
303 447 779 93.3 85.0
1L.OMHCI | 313 444 1100 125.5 115.3
323 451 1500 111,1 111.5
333 443 2118 200.3 161.8
L’extrait 303 461.55 125.00 62.00 59.90 84
MeOH des | 313 439.57 191.41 115.70 75.30 75
GLS 323 459.20 221.85 115.20 99.50 71
29/ 333 438,51 24211 140.1 83.30 68

Les données correspondantes sont données dans le tableau 46. Les parametres d'activation pour

le processus de corrosion sont calculés a partir d'une courbe de I'équation Arrhenius.

Les résultats, présentés dans le tableau 46, montrent que I'énergie d'activation augmente lors de

I'addition d'anticorrosif par rapport a la solution a blanc. L'élévation d’Ea peut étre expliquée par

I'adsorption physique. Ainsi, les molécules étudiées créent une fermeture au transfert de charge

et de masse.
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Figure 72 : Diagrammes d'Arrhenius pour l'acier C35 dans HCl1 1.0 M et HCI 1.0 M + 2 g/L
d'extrait MeOH des GLS.
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Figure 73 : Diagrammes d'état de transition pour l'acier C35 dans 1.0 M HCl et 1.0 M HCI + 2
g/L d'extrait MeOH des GLS.

Tableau 46 : Paramétres d’activation de 1’acier C35 dans un milieu 1.0 M HClI sans et avec
addition de I’inhibiteur a la concentration optimale.

AHa ASa Ea
(kJ/masse moléculaire) (J/ masse moléculaireK) (kJ/ masse moléculaire)
Blanc 24.94 -107.48 28.43
2 g/L inhibiteur 15.38 -153.47 17.95

La dissolution de I'acier C35 est difficile, comme en témoigne le signe positif de AHa qui reflete
la nature endothermique du processus. Les valeurs d’Ea et AHa varient de la méme maniére
(tableau 46). Ce résultat permet d'examiner la réaction thermodynamigue connue entre Ea et AHa
[279].

les données ASa augmente négativement en présence de I'extrait de MeOHdes GLS par rapport a
la solution témoin, ce qui reflete la formation d'une couche stable d'inhibitrice ordonnée a la
surface [280], ce changement est lié au fait de l'ordre et du désordre des molécules d'inhibiteur a
la surface de l'acier C35. L'augmentation des valeurs AS, par l'adsorption des molécules
d'inhibiteur sur la surface métallique de la solution acide peut-étre observé comme un
remplacement total entre les molécules d'inhibiteur dans la phase aqueuse et les molécules de
H->0 a la surface de I'électrode. En effet, l'adsorption des molécules d'inhibiteur est suivie de la
désorption des molécules de H20 de la surface de I'électrode [281] :

Orgsoit XH20ads— Orgads + XH20s0

Ou x est le nombre de molécules d'eau remplacées par une molécule organique.
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11.2. Mesures par S.1.E

L'étude des propriétés protectrices des inhibiteurs de métaux par la méthode S.I.LE permet
d'obtenir des résultats plus fiables, a I'interface métal/solution [282].

Tableau 47 : Paramétres électrochimiques du rapport de rendement de I'acier C35 dans HCI 1.0
M sans et avec addition de I'extrait MeOH des GLS a la T® ambiante.

Milieu | Conc(g/L) | RuQcm?®) | fmax(HZ) Cai(UF/cm?) Ert (%) 0
Blanc — 20.26 70.20 111.90 — —
Extrait 0.25 57.07 10.00 2.79 64 0.64
MeOH 0.50 109.62 7.93 1.83 81 0.81
1.00 125.84 7.93 1.59 83 0.83
(GLS) 1.50 125.69 6.32 2.00 83 0.83
2.00 210.68 10.00 0.75 90 0.90
0 1 L Blanc
180 — ® 2.00g/L
160 ] 1.50 g/L
i v 1.00g/L
140 J 0.50 g/L
1 < 0.25g/L
N:E: 100 —-
:é 8] e © & o °
40 vavav‘E

80 100 120 140 160 180 200 220 240
zr(Q.cm)

Figure 74 : Diagrammes de Nyquist pour I'électrode en acier au C35 avec et sans extrait MeOH
des GLS apres 30 min d'immersion a 303 K.

La figure 75 révele un seul demi-cercle capacitif déprimé sur la plage de fréquences étudiée,
indique que le processus de dissolution est lié au processus de transfert de charge, appelé effet de
dispersion de fréquence en raison de l'inhomogénéité de la surface de I'électrode métallique
[283]. Les diameétres des boucles capacitives croient fortement en la concentration croissante de
I'extrait MeOH des GLS sans modification de la forme de la boucle. Les paramétres d'impédance
dérivés de ces tracés sont présentés dans le tableau 49 montrent que la valeur de R: augmente
avec l'addition d'extrait MeOH des GLS sur la solution a blanc.

L'augmentation de la valeur de R¢ étant fournie pour la formation d'un film protecteur a la limite

metal/solution. La valeur de Cq diminue a mesure que la concentration de I’inhibiteur augmente,
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indiquant suggerant que les molécules d'inhibiteur sont adsorbées a I'interface métal/solution

[266].
11.3. Isotherme d*adsorption.
Les valeurs ont été testées graphiquement, (voir figure 79).
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Figure 75 : Tracés de Langmuir de Cinn/6 versus Cinh pour I'extrait MeOH des GLS.

A partir des intersections des droites C/6, la valeur K a été calculée ; K = 8.43 L/g. K est lié al’énergie

libre standard d’adsorption de Gibbs AGags.

I1. Analyse de surface par microscopie électronique a balayage.

L’image de la surface de I’acier C35 aprés 3h d’immersion a 25°C dans HCI 1.0 M seul (figure 78)
montre que cette derniere est fortement endommagée avec la présence d’amas gris et de quelques piqures.
Ceci montre nettement que I’acier subit une corrosion quasi généralisée sur toute la surface en absence de
I’inhibiteur. Les zones grises correspondent aux pellicules d’oxyde de fer.et que I’acier a subi une

corrosion en absence des inhibiteurs.
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Figure 76 : Micrographies de la surface de I’acier C35, en immersion a 25 °C dans HCI 1.0 M

Nous constatons sur les images de la surface de I’acier aprés 3h d’immersion en milieu HC1 1.0 M a 25°C
en présence des inhibiteurs du HV et MeOH (figures 77, 78.), montrent que les surface sont lisse en
présence d’extraits HV et MeOH dans la solution HCI1 1.0 M. Par comparaison avec I’image obtenue sans
inhibiteur, nous pouvons conclure que la surface de I’acier est presque exempte de corrosion en présence
de I’inhibiteur. Ceci est di a la formation d’une couche adsorbée d’extrait utilisé sur la surface de 1’acier.
Ces observations montrent que nos extraits empéchent la corrosion de I’acier C35 en limitant I’accés de

I’¢lectrolyte sur la surface, par la formation d’un dépot adhérent, stable et insoluble qui limite ’acces de

I¢lectrolyte a la surface de I’acier.

Figure 77 : Surface de I’acier C35, en immersion a 25 °C dans HCI 1.0 M
en présence d’HV
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Figure 78 : Surface de I’acier C35, en immersion a 25 °C dans HCI 1.0 M en présence d’extrait
méthanolique.

111 Conclusion

L'essence du présent travail peut étre résumée comme suit :

La variation de I’efficacité inhibitrice de I’inhibiteur en fonction de la concentration en milieu HC1 1.0
M est illustrée par la figure ci-dessous.

L’efficacité inhibitrice augmente avec I’augmentation de la concentration.

Nous constatons qu’il y a un bon accord entre les valeurs de I’efficacité inhibitrice déterminées par
gravimétrie et celles issues des mesures d’impédance d’une part, et I’efficacité inhibitrice déterminée,
par les courbes de polarisation d’autre part, de meme cette derniére est plus faible que celles
déterminées par perte de poids et S.1.E.

Les différents composés bioactifs détectés dans divers extraits MeOH des GLS peuvent étre
responsables de I'anticorrosion.

L'efficacité d'inhibition des extraits MeOH des GLS augmente avec l'augmentation de la concentration
d'inhibiteur mais diminue avec l'augmentation de la température.

Les tests de polarisation potentiodynamique ont révélé que l'anti-corrosif étudié était un inhibiteurde
type mixte.

Les mesures S.I.E ont montré que la résistance au transfert de charge Rt augmente et que la capacité de
la double couche Cq diminue en présence d'inhibiteurs, conduisant a l'adsorption de molécules

d'inhibiteur a la surface du carbone en acier.
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Figure 79 : Variation de I’efficacité inhibitrice en fonction de la concentration dans HCI 1M

Tableau 48 : Récapitulatif comparatif du test anticorrosif par ’HV et I’extrait MeOH

Résultats

Huile végétale

Extrait MeOH

Observations

Effet T°

L’efficacité de
I’anticorrosion E% est
maximum a 93% 2 g/L

L’efficacité de
I’anticorrosion E%
est maximum a 84%
a2g/L

Effet de
concentration

L’augmentation de la
concentration de HV des
GLS diminue ’intensité
de courant lcorr,
atteignant 86 % a 2 g/L.

L’augmentation de la
concentration de HV
des GLS diminue

I’intensité de courant
leorr, atteignant 84 %

E% de I'HV des GLS est plus
remarqué a celle de [Iextrait
MeOH.

az2glL.
Ea (KJ 46.74 17.95
masse) L'élévation d’Ea peut étre
AH, (KJ/ 44.10 15.38 expliquée par l'adsorption
masse) physique
-ASa (JK™Y/ 60.44 153.47
masse)
Mesures par 95 % 90 %
(SIE)
Isotherme L'adsorption de I'inhibiteur testé suit I'adsorption de I'isotherme de Langmuir.
d’adsorption
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Conclusion générale et perspectives.

Dans ces dernieres années, la recherche scientifique est trés appuyée sur la connaissance et
I’emploi des plantes médicinales en domaine de la santé publique comme un reméde efficace et
sans antécédents. En effet, les molécules bioactives synthétisées par la plante constituent des
métabolites naturels trés étudiés en phytothérapie par conséquent, I'évaluation de telles propriétés
demeure une tache intéressante et utile, en particulier pour trouver de nouvelles sources d’agents
antioxydants, antimicrobiens naturels voire anticorrosifs. Dans ce contexte, nous avons essayé
d’évaluer in vitro ces activités par des extraits des graines de LS.

Le choix de cette plante est basé sur quelques données ethnopharmacologiques (infections
microbiennes, hypertension, troubles intestinaux, ulcere, cancer et antidiabétique etc).
L’extraction de I’huile et extraits des graines duLS a €té réalisée par soxhlet et macération. Le
rendement moyenne des huiles est entre 9.132+0.001 et 9.940+0.002 le rendement moyenne de
I’extrait MeOH est de 19.03£1.18 a 31.90+1.14 tandis rendement moyenne de 1’extrait EtOH est
de 10.56+0.55 4 21.21+1.01.

Dans la premiére partic d’étude, les resultats par CPG suivi de MS des GLSont permis
d'identifier 17 composants représentant les esters méthyliques d'acides gras avec les constituants
principaux sont : acide linolénique 33.41%, acide oléique 23.61%. Le principal stérol de I'huile
est le B-sitostérol qui représente 49.64% campestérol 23.80%, A-5 et Avenasterol13.39%, le A-5-
Stigmastérol 3.85%, le cholestérol 3.69 % et le stigmastérol 2.6%.

La composition de tocophérol a été déterminée selon la méthode HPLC des GLS contenait de
grandes quantités tocophérols de 1940.26 ppm, avec une dominance duy-tocophérol.

La quantification par des méthodes spectrophotométriques, nous a permis de déterminer les
teneurs des polyphénols par le réactif du Folin-Ciocalteu, en flavonoides par le trichlorure
d’aluminium et les tannins par le test de la vanilline.

Les résultats obtenus des quatre régions étudiées des GLS nous ont révélé que la région Tafraout
constitue une source encourageante en polyphénols de (94.48+2.04 mg EAG/ g de la matiére
extraite du méthanole). Elle présente des teneurs en tannins de (26.50+0.12mg EC/ g de la
matiére extraite du méthanole) et en flavonoides de (37.63+£3.71 a mg EC/ g de la matiere
extraite du méthanole). En effet, les deux extraits MeOH et EtOH sont riches en composés
polyphénoliques avec une prédominance dans I’extrait méthanolique en raison de leur solubilité

plus élevée dans le méthanol.



Conclusion

Dans la deuxieme partie, nous sommes aussi intéressés par 1’étude des propriétés antioxydantes
des extraits MeOH et EtOHdes GLS des quatre régions par trois techniques complémentaires
(DPPH, FRAP et ABTS). Et nous déduisons que la capacité antioxydante est plus importante
concernant I’extrait MeOH et nous avons enregistré I’ordre en teneur comme suit
TF>HZ>BA>RM. Donc ces deux extraits (MeOH et EtOH) possedent une activité antioxydante
importante in vitro, qui nous améne a avancer la conclusion suivante, c’est que les extraits
étudiés ont révélé des réponses inhibitrices a différents niveaux a piéger les radicaux DPPH,
I’hydroxyle et a réduire le fer. Et d’apres I’étude statistique, nous remarquons que la corrélation
obtenue entre la capacité antioxydante et la concentration des métabolites est positive avec une
contribution assez importante des antioxydants de la plante qui peuvent étre des tannins ou des
flavonoides.

Dans troisieme partie, la méthode des disques sur plusieurs extraits, on a révélé une activité
considérable de I’extrait d’acétate d’éthyle et de I’extrait MeOH des graines de LS, quia montré
une activité antibactérienne importante vis-a-vis des germes pathogénes avec un effet bactéricide
sur le germe R équide méme I’extrait MeOH montré une inhibition bactérienne par la méthode
de dilution au niveau 1/100. Tandis que I’extrait huileux ne possede aucun effet antibactérien de
I’extrait d’acetate éthyle vis-a-vis de ces souches testées. A la méme dilution nous n’avons pas
marqué une inhibition des fongiques (C versicolor, G trabeum, C puteana, P placenta, P
digitatum, P expansu, A niger) a la dilution souhaitée. Nos résultats suggerent donc de dire que
nos extraits des graines du LS ont une capacité inhibitrice de la croissance mycélienne de toutes
les souches testées au moins de 1/100 ou de changer par une méthode adéquate et plus fiable.

La méthode de puits nous a permis aussi de mettre en évidence le pouvoir antibactérien de
I’huile et des extraits des graines du LS vis-a-vis de quatre bactéries (E coli, S aureus, P
aeruginosa, R equi). Ce pouvoir est trés important, avec des zones d’inhibition variant entre
11.26+0.80 mm et 19.47+£0.49 mm. De méme la méthode par la série de dilution a confirmé les
résultats de la méthode de I’aromatogramme. Les CMI obtenues varient entre de (0.5 a 8 mg/ml).
Et les valeurs de la CMB de I’huile des GLS s’aveérent élevées (1 a 8 mg/ml).

Nos résultats suggerent que les extraits des graines du LS ont une activité antibactérienne
intéressante pour les bactéries et non négligeable pour les fongiques. Nous pouvons conclure que
les extraits des graines du LS peuvent étre considérés comme un agent conservateur trés marqué
pour l'industrie alimentaire capable d’empécher 1’oxydation des aliments et de réduire la

croissance bactérienne responsable d’altération des aliments. A 1’essor de la présente étude, il
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serait intéressant de mener une recherche plus approfondie sur nos extraits des graines du LS afin

de déterminer I’efficacité antibactérienne applicable en industrie pharmaceutique.

De tous les résultats obtenus, nous avons déduit que la fraction méthanoliqueprésente une bonne
activité antioxydante spécialement de la région Tafraout. L’ensemble de ces données a permis
d’évaluer les activités antioxydantes des graines LS de plante a intérét biologique afin d’utiliser
comme ressource dans le domaine thérapeutique. Pour plus d’efficacité, de nombreuses
perspectives peuvent étre envisagées :

Elargir la recherche des activités antioxydantes in vitro et in vivo et pourquoi pas d’autres tests
biologiques : antitumorale, antidiabétique et anti-inflammatoire pour caractériser et isoler les
principes actifs responsables a ces propriétés pharmacologiques.

A T’essor de la présente étude, il serait intéressant de mener une recherche plus approfondie sur

nos extraits des graines du LS afin de déterminer I’efficacité antibactérienne applicable en
industrie pharmaceutique.

Concernant I’inhibition de la corrosion de I’acier C35 dans 1’acide chlorhydrique 1.0 M par les HV et
de I’extrait MeOH des GLS biodégradables et respectueux de 1’environnement, nos inhibiteurs sont des
solliciteurs potentiels a la protection d’acier en milieu acide.

Nous avons étudié les propriétés inhibitrices des HV et de I’extrait MeOH comme suit :

Sur I’évaluation du pouvoir inhibiteur des inhibiteurs sur 1’acier C35 en milieu HCI 1.0 M. Pour ce
faire, I’influence de la concentration, du temps d’immersion et de la température sur les processus de
corrosion en I’absence et en présence d’inhibiteur a été étudiée par des mesures électrochimiques
(courbes de polarisation et spectroscopie d’impédance électrochimique). Des analyses de surface ont
¢galement été réalisées par I’intermédiaire de la microscopie electronique a balayage.

Les résultats révélés sur I’influence de la concentration montrent qu’un maximum d’efficacité est
obtenu pour une concentration de 2 g/L, avec un pourcentage de 93% pour HV et de 84% pour extrait
MeOH. Les courbes de polarisation ont montré une diminution de la densité des courants anodiques et
cathodiques en fonction de la concentration. Les diagrammes d’impédance ont montré qu’il s’agit d’un
processus de transfert de charge sur une surface hétérogéne pour toutes les concentrations étudiées. Les
diagrammes sont constitués d’une boucle capacitive, généralement décrite comme étant représentatifs
de la résistance de transfert de charge a I’interface métal/électrolyte. L’amplitude des diagrammes est
affectée par la variation de la concentration, en effet, la taille de la boucle capacitive augmente avec
I’augmentation de la concentration.

L’effet du temps d’immersion a également été réalisé, cette étude effectuée pour une concentration de

2 g/L a permis d’avoir des informations sur la stabilité¢ de la couche inhibitrice formée sur la surface
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métallique. La résistance de transfert de charge augmente jusqu'a 3 heures pour HV heures. Au-dela, la
diminution de la résistance de transfert de charge a été observée. Cette diminution est due a la
désorption des molécules a la surface du métal. Ces résultats ont confirmé la stabilité des extraits qui
peuvent ainsi étre utilisés comme inhibiteurs temporaires de la corrosion de 1’acier C35 en milieu HCI
1.0 M.

Les essais concernant I’effet de la température ont été menés dans I’intervalle 303-333 K. Ils ont
montré que ’augmentation de la température induit une diminution de 1’activité inhibitrice pour des
inhibiteurs qui la température de 333 K semble étre critique.

Le tracé des différentes isothermes a montré que 1’adsorption des molécules obéit a I’isotherme de
Langmuir pour les deux extraits. Cette étude a également permis de mettre en évidence la
physisorption des molécules sur la surface a travers plusieurs parametres thermodynamiques : La
diminution de I’efficacité inhibitrice avec la température suggere €galement la physisorption des
molécules des inhibiteurs.

Les observations par microscopie confirment la présence d’une couche protectrice formée sur la
surface de I’acier C35 pour HV.

Finalement, ce travail a permis de mettre en valeur les propriétés inhibitrices des extraits de 1’espece
LS avec des pourcentages d’inhibition similaires voire plus €élevés que ceux que 1’on retrouve dans la
littérature.

Les perspectives intéressantes de ce travail seraient :

-d’élargir le champ d’études a des métabolites primaires et secondaires tel que les flavonoides, les

tanins et des principalement des alcaloides.
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