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Abstract

This work aims to study an aromatic and medicinal plant “RAYHANE”,
which grows in the eastern coastal regions of Algeria, which is often used in the
eastern regions of the country to treat high blood pressure and diabetes disease.

The chemical analysis of the alcohol extract revealed four phases according
to the degree of its polarity, containing different percentages of flavons, the highest in
the phase of ethyl acetate. The qualitative study also showed that the plant is rich in
active substances. These phases also showed a high ability to limit the reduce of Iron
(IIT) (FRAP), especially the butanolic phase ,And to a lesser extent the rest of the
phases, as for the free groups the results showed the ability to reduce the radical of
DPPH. A test of antibiotic activity on the extract phase of a Extract of alcohol for
bacteria Staphe and E. coli using Spread discs method was shown to have a
deleterious effect on a binary phase to ether al ethering for bacteria Staphe .

We also studied the butanolic phase as a inhibitor in a way that we lost the
weight in a different emersion time. The result was that when the concentration of the
extract increased, the inhibition was increased to 800ppm and the latter decrease with

increasing heat.

Keys words: Myrtus communis L, Extract of alcohol, reduce of third iron, free groups,

corrosion.



Résumé

Ce travail vise a ¢tudier une plante aromatique et médicinale "RAYHANE",
qui pousse dans les régions cotieres de 1’est de 1'Algérie, qui est souvent utilisé dans
les régions I’est du pays pour traiter I'hypertension artérielle et la maladie du diabéte.

L'analyse chimique de I'extrait d'alcool a révélé quatre phases selon le degré de
sa polarité, contenant différents pourcentages de flavons, le plus élevé est dans la
phase de l'acétate d'éthyle. L'étude qualitative a également montré que cette plante est
riche en substances actives. Ces phases ont également montré une grande capacité de
limiter la réduction du fer(Ill) (FRAP), en particulier la phase butanolique, et dans
une moindre mesure le reste des phases, comme pour les groupes libres, les résultats
ont montré la capacité de réduire le radical de DPPH. Un test d'activité antibiotique
sur la phase d'extrait d'un extrait d'alcool pour bactéries Staph et E. coli utilisant la
méthode des disques répandus a ét¢ montré pour avoir un effet inhibitrice sur une
phase pour éther diéthylique pour bactéries Staphe.

Nous avons également étudié la phase butanolique comme un inhibiteur de
corrosion d'une maniére que nous avons ¢étudié la méthode perte en poids dans un
temps d'immersion différent. Le résultat obtenu montrent que I’efficacité inhibitrice
augmente avec l’augmentation de la concentration de I’extrait jusqu' a 800ppm et
celle-ci diminue avec 'augmentation de la température.

Mots clés: Myrtus communis L, Extrait alcoolique, réduction du fer(Ill), groupes
libres, corrosion.
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Introduction générale

Historiquement, I’lhnomme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de base :
nourriture, abris, vétements et également pour ses besoins médicaux. L’utilisation
thérapeutique des extraordinaires vertus des plantes pour le traitement de toutes les maladies
de I’homme est tres ancienne et évolue avec I’histoire de I’humanité.

Les plantes aromatique restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments,

elles sont considérées comme source de matiére premiére essentielle pour la découverte de
nouvelles extrais nécessaires a la mise au point de futurs médicaments [1].
Cette matiere végétale contient un grand nombre d’extraits qui ont des intéréts multiples mis
a profit dans I’industrie alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie; Parmi ces composes on
retrouve, les coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les terpénes et les
flavonoides [2].

Un autre intérét est porté aussi a I’utilisation de ces extrais comme source d’inhibiteur de
la corrosion. Ces inhibiteurs sont utilisés pour retarder la corrosion des métaux. Ce
phénomene de corrosion représente un probléme constant et continu, souvent difficile a
éliminer complétement. 1l affecte plusieurs secteurs (industrie, batiments, etc....) et peut
colter des milliards de dollars chaque année [3]. La plupart des composés synthétiques
utilisés comme inhibiteur, présentent une bonne action anticorrosion. Mais la plupart d'entre
eux sont hautement toxiques pour les étres vivants et l'environnement [4]. Plusieurs
recherches, montrent que I’utilisation des extraits de plantes pour la protection des métaux
permet d’atteindre des taux d’efficacité élevés [5-6]. Sachant que ces produits sont considérés
de plus en plus comme une source d’inhibiteurs verts. L’utilisation de ces derniers, peut se
montrer efficace dans différents milieux (acide, neutre et basique), ce qui peut nous

encourager a remplacer les produits chimiques toxiques utilises actuellement.

Le but de cette étude consiste a renforcer la connaissance phytochimique des extraits de
la plante myrtus communis L & savoir : les flavonoides totaux, et & mettre en évidence leurs
activités antioxydantes et antibactériennes et inhibitrices de la corrosion, en vue de leur

utilisation ultérieure dans le domaine pharmaceutique ou industriel.

Ce travail sera réparti comme suit :
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Le premier chapitre est consacré a une présentation générale relative aux inhibiteurs de
corrosion, suivie d’une étude bibliographique liée sur les composés phénoliques, notamment,

les flavonoides, les tanins, les coumarines et activités biologique.

Le second chapitre présente les techniques les méthodes de caractérisation mises en ceuvre

ainsi que les conditions expérimentales adoptées.

Le troisieme chapitre sera consacre aux résultats obtenus et leurs discussions.
Une conclusion génerale résumera I’ensemble des résultats obtenus et proposera les

perspectives générales.
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Chapitre I

1.1. Généralités sur la corrosion des métaux.

Si l'isolation est parfaite, le métal est placé dans un vide ou avec une surface
complétement isolée ou les restes stables indéfiniment, mais le métal dans un permanent
livrent avec l'environnement qui peuvent survenir dans certains cas, les changements de ces
circonstances métalliques devient plus sensible a la corrosion, ce qui se refléte dans la aspects
(chimique et électrochimique ou bactérienne) et morphologies(uniforme localisé...etc.)
different de I'érosion du latin, qui est le signifi¢ ronger ou attaquer, La corrosion est une
réaction chimique ou électrochimique entre un matériau, généralement un métal, et son

environnement qui entraine une dégradation du matériau et de ses propriétés [1].

Dans la nature, il y a peu de métaux stables thermodynamiques comme 1'or, le platine,
mais la majorité des métaux se trouvent sous la forme d'oxydes, carbonates de sulfate ou de
chlorure sont les principales familles de minéraux réduit a 1'état métallique, en présence de
certains milieux pour revenir a la forme oxydée, une forme stable thermodynamique, nous
sommes en présence de phénoméne naturel nous oblige a prendre des réserves

obligatoires [2].

Si le métal est placé au contact de solutions aqueuse son dit que les phénomenes de
corrosion sont importants. Généralement, cette corrosion humide est de nature
¢lectrochimique: Elle est due a une réaction d’oxydoréduction inter faciale et irréversible
entre le métal et les agents oxydants contenus dans son environnement (eau, oxygéne,

acides...) Cette réaction s’écrit :

zZzM+nOx*" — zMn" +n Red

Ou M : désigne le métal ; Mn+ : I’ion correspondant ;

Red désigne I’espéce réduite ; Ox*" : I’’oxydant associé.

Cette réaction d’oxydoréduction se compose de deux réactions partielles anodique et
cathodique :

+ La réaction anodique correspond a la dissolution du métal :

M_— p M¥+ne”

-
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4 Réaction cathodique différent des especes oxydantes a l'autre et les réactions
cathodiques sont la réduction la plus répandue de protons dans un milieu acide et de

I'oxygeéne dans les milieux aeres (neutre ou basique).
Dans ce contexte, deux parts complémentaires dans la réaction électrochimique :

» le transfert électronique qui se produit a la surface de 1'électrode dans la double couche
(zone a partir de laquelle I'espece est réactive vis-a-vis du métal, son épaisseur est de
I'ordre du nanomeétre).

» le transport de matiére des espéces redox du sein de la solution jusqu'a la surface de

L’¢électrode : ce transport peut avoir lieu par diffusion, convection et migration.

— —

= -
____.-"' —— e
__-““—\_,_7‘({ Tmnspost des ~

o pmchars

Comhe de diffismon

Figure 1.1: Etapes réactionnelles lors de la corrosion d'un métal en milieu liquide.

Les dégats provoqués par ce phénoméne semblent donc inévitable [3]. Pour ne citer que
quelques chiffres, mentionnons que les pertes financieres annuelles produites par la corrosion
s’élevaient a 12 Milliards de dollars par an au Canada en 1989. En Grande- Bretagne, ces

pertes atteignent 1365 Milliards de livres en 1971, 6 Milliards de roubles en URSS et 19
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Milliards de Mark pour la République Fédérale d’ Allemagne. Dans ces deux derniers cas, les
valeurs sont établies pour I’année 1969 [4].
L’importance de I’étude de la corrosion est double.

e Le premier est économique, elle concerne de nombreuses installations : Tubes, bacs de
stockage, échangeurs de chaleur, ....etc. Dans I’impact de la corrosion on distingue les
pertes directes et les pertes indirectes, que nous allons examiner.

e La seconde est le rétablissement appliqué premieérement aux ressources de métal dont
les réserves mondiales sont limitées et dont la destruction implique des pertes
correspondantes d’énergie et de réserves d’eau accompagnant la production et la
fabrication des structures métalliques.

e Pertes directes : Les pertes directes prennent en compte le prix des pie¢ces a changer,
la main d’ouvre, le colt de I’entretien et du contrdle, le prix des revétements,
inhibiteurs......etc.

e pertes de produits : A la suite de perforation des installations, on peut assister & des
pertes d’eau, d’huile, de gaz et d’autres produits.

e pertes de production : Diminution d’un transfert de masse ou de chaleur, par suite de
I’accumulation de produits de corrosion a I’intérieur des canalisations.

e pertes par propagation des produits : Dans une unité de production de nettoyants le
passage d’une petite quantité de Cu résultant d’une faible corrosion de tubes en cuivre
peut modifier un bain entier de savon.

e Pertes indirectes : Elles sont trés délicates a évaluer ; elles sont relatives au manque a

gagner, aux pertes de production et de productivité.

1.2. Inhibiteurs de corrosion

La protection de la corrosion doit étre vues la phase de conception d'une installation.
En effet, des mesures préventives prises au bon moment permettent d'éviter plusieurs
problémes quand il s'agit de garantir une certaine durée de vie a un objet, surtout pour des
industries telles que le nucléaire, l'industrie chimique et l'aéronautique, ou les risques
d'accident peuvent donner des conséquences graves pour les personnes et 1'environnement.

Actuellement, la protection contre la corrosion comprend une défense de traitements
intervenant sur le matériau lui- méme (choix judicieux, formes adaptées, contraintes en

fonction des applications, ...), sur la surface du matériau (revétement, peinture, ou type de




Chapitre I

traitement de surface, ...) ou sur I’environnement avec lequel le matériau est en contact

(inhibiteurs de corrosion).

Les inhibiteurs de corrosion forment un moyen de lutte nouveau contre la corrosion
des métaux et des alliages; 1’originalité de cette méthode découle du fait que le traitement
anticorrosion ne se fait pas sur le métal lui-méme, mais par I’intermédiaire du milieu corrosif.
Les molécules inhibitrices peuvent agir suivant différents mécanismes, leur attribuant ainsi

des performances d’inhibition fonction du milieu d’étude.
1.2.1. Définition

Selon la norme internationale ISO 8044 [1] et ['Association nationale de la corrosion
Engainées (NACE), un inhibiteur de corrosion est un composé chimique qui, ajouté faible
concentration au milieu corrosif, retarde ou stoppe le processus de corrosion d’un métal placé

au contact de ce milieu [5-6].
1.2.2. Conditions et domaines d’utilisation

D’une maniere générale un inhibiteurs de corrosion qui sont disponibles sur un
certain nombre de nécessités, y compris qui minime la corrosion du taux des métaux tout
en conservant les caractéristiques physique-chimique et les propriétés d'étre stables a des
températures d'utilisation et d'étre stable en présence d'é¢léments du milieu, et qui n'a pas
un impact négatif sur l'environnement et est en termes et matériels conforme aux normes
non-toxiques. Plus de 1100 inhibiteurs de corrosion sont disponibles pour un usage

industriel [7]. Leurs domaines traditionnels d’application sont:

+ le traitement des eaux (eaux sanitaires, eaux de chaudiéres, eaux de procédé industriels)
+ D’industrie du pétrole (forage, extraction, raffinage, stockage et transport)

+ [’industrie des peintures sur métaux;

La protection provisoire des métaux pendant une période ou la piece ou I’installation est
notamment sensible a la corrosion (décapage acide, nettoyage, stockage, ...) ou encore
lorsque la picce est soumise a des usinages tres séveres comme le pergage, taraudage, forage,

filetage, etc.
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1.3. Classes d’inhibiteurs
I1 existe plusieurs possibilités de classement des inhibiteurs [8]:
4 Soit a partir de la nature des produits (inhibiteurs organiques ou minéraux);
+ Soit a partir de leur mécanisme d’action ¢lectrochimique (inhibiteurs cathodiques,

anodiques ou mixtes);

f—

Soit a partir de leurs mécanismes d’interface et principes d’action (adsorption a la
surface du métal et/ou formation d’un film protecteur).

+ Soit a partir du domaine d’application.
1.3.1. Classification selon la nature des molécules de I’inhibiteur
1.3.1. 1. Inhibiteurs inorganiques

Les molécules inorganiques sont utilisées généralement en milieu voisin de la neutralité, voire
en milieu alcalin et plus rarement en milieu acide [9,10]. Le nombre de molécules en utilise a
I’heure actuelle va en se restreignant, car la plupart des produits efficaces présentent un coté
nuisible pour I’environnement. , Cependant, de nouveaux complexes organiques de chrome
III et d’autres cations (Zn*" , Ca*', Mg?", Mn?",Sr**, A1**, Zr**, Fe?*....) efficaces contre la

corrosion et non toxiques ont été développes [10].

1.3.1. 2. Inhibiteurs organiques

Les molécules organiques sont promises a un développement plus que certain en tant
qu’inhibiteurs de corrosion : leur utilisation est actuellement préférée a celle des inhibiteurs
inorganiques pour des raisons d’écotoxicité¢ essentiellement. L’action inhibitrice de ces
composés organiques est liée a la formation (par adsorption) d’une barriere plus ou moins
continue les composés organiques utilisés comme inhibiteurs doivent posséder au moins un
hétéroatome servant de centre actif pour leur fixation sur le métal tel que 1’azote I’oxygene, le
soufre ou le phosphore. L’un des inconvénients est 1’utilisation de ces composés a haute
température puisqu’elles sont instables. Le groupement fonctionnel de la molécule est li¢ a
la surface du métal, tandis que la partie non polaire, plus volumineuse, bloque partiellement la
surface active (figure. 1.2). I'efficacité inhibitrice pouvant influencer par d’autres parametres
structuraux tels que L'aire moléculaire de I'inhibiteur projetée sur la surface métallique. Cette
projection dépend des différentes possibilités de conventions d ions organiques ou des

molécules a l'interface métal / solution [11].




Chapitre I

+ L'influence exercée par le poids moléculaire [12].
4+ L'importance de la configuration moléculaire, descripteurs de la molécule, a savoir
le moment dipolairep...) [13].

+ L’influence de la nature de substituant [14].

A= Ml Al Al Al
= b o = ol
Afe  mmeral
extrarnite hydrophyle
53 extrernite hydropholbe

adzorpton simxpls par I"exiremite hvdrophils
! chelation de Ia surfaoce

pontage de Iz surface
¢ adzorption en mmolticomcle

GG

Figure. I. 2 : Représentation schématique de modes d’adsorption des molécules organiques

inhibitrices sur une surface métallique.

1.3.2. Classification selon le mécanisme d’action

Il n’existe pas de mode d’action unique des inhibiteurs de corrosion. Tandis que soit le
mécanisme exact pour lequel chaque inhibiteur agit dans les conditions dans les quelles il est
placé, il existe un certain nombre d’articles de bas les inhibiteurs.

1.3.2. 1. Mécanisme d’action électrochimique

Selon le mécanisme de 1’action électrochimique, on peut classer les inhibiteurs en
trois types différents qui sont anodique, cathodique ou mixte (rassemblant les deux
premicres propriétés). L’inhibiteur de corrosion forme une couche barriére sur la surface
métallique (figure 1.2) qui Change les réactions électrochimiques en bloquant soit les sites
anodiques (si¢ge de I’oxydation du métal) soit les sites cathodiques (si¢ge de la réduction du
dioxygéne en milieu neutre aéré ou siége de la réduction du proton H" en milieu acide),

voire les deux figures [15].
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Figure 1.3 : Formation des couches barriéres a) cathodiques et b) anodiques interférant avec

les réactions €lectrochimiques, dans le cas d’une étude en milieu acide

Les inhibiteurs anodiques réalisent par formation d’une couche passive et doivent étre

utilisés avec précaution car ils peuvent rendre perforante une corrosion au départ

généralisée [16]. En effet, si le film protecteur est altéré par une rayure ou par une

dissolution, ou si la quantit¢ d’inhibiteur est insuffisante pour restaurer le film, la partie

exposée se corrode par piquiration. En matiére de corrosion localisée, la corrosion par

piqire est une forme particuliérement insidieuse: 1’attaque se limite a des trous, tres

localisés et pouvant progresser trés rapidement en profondeur tout en conservant le reste de

la surface indemne. Le mode d’action des inhibiteurs cathodiques est quant a lui bas¢ la

plupart du temps, sur une précipitation a la surface cathodique d’un sel ou d’un hydroxyde

[16]. De ce fait, ces inhibiteurs sont plus slirs que les inhibiteurs anodiques, car ils ne

risquent pas de favoriser de corrosion localisée, méme en cas de sous-dosage.

1.3.3. Mécanisme d’action interfacial

Selon le mode de fixation sur la surface métallique, on distingue deux types

d’inhibiteurs

Les inhibiteurs d’adsorption ou "d’interface" et les inhibiteurs dits

«d’interphase". Les premiers sont plutdt observés en milieu acide et agissent en formant des

films mono ou bidimensionnels des molécules par adsorption a la surface du métal alors que
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les seconds sont spécifiques des milieux neutres ou alcalins et forment des films

tridimensionnels qui intégrent les produits de dissolution du substrat.

1.4. Classification selon le domaine d’application

Les inhibiteurs de corrosion sont enfin souvent classés selon leur domaine d’application
[17]. En milieu aqueux, les inhibiteurs pour milieu acide sont utilisés, entre autres, pour éviter
une attaque électrochimique de 1’acier lors du décapage. Dans I’industrie pétroliere, on les
ajoute aux fluides de forage. Les inhibiteurs pour milieux neutres servent surtout a protéger
des circuits de refroidissement. En milieu organique, de grandes quantités d’inhibiteurs de
corrosion sont utilisées dans les lubrifiants pour moteurs et dans 1’essence puisque ces
liquides contiennent souvent des traces d’eau et des especes ioniques qui peuvent provoquer
une corrosion. Enfin, les inhibiteurs pour les phases gazeuses sont généralement employés
pour une protection temporaire de différents objets emballés pendant le transport et le
stockage: instrument de précision, composants €lectroniques, machines, etc. Il s’agit le plus
souvent de composés organiques ayant une pression de vapeur élevée, notamment certaines
amines.
1.5. Comportement des inhibiteurs en milieu acide

Les inhibiteurs en milieu acide, les plus généralement utilisés sont des molécules

organique. Ces inhibiteurs agissent d’abord par adsorption a la surface des métaux, avant

méme d’intervenir dans les processus réactionnels de corrosion pour en diminuer la vitesse.

Parmi les conditions a fournir dans inhibiteurs étre peu colteux et facile a utiliser et a
haute capacité a inhiber la corrosion et parce que la plupart des inhibiteurs acides toxiques, et
leurs produits sont trés graves sur la peau et les yeux, et certains d'entre eux affecte les
poumons et la partie centrale et peut entrainer la mort lorsque le frottement du systéme
nerveux si directe il doit choisir 1'amortisseur droit et la sécurité pour réduire ces effets

sanitaires et économiques.(Rozenfeld ,1981).

Certains scientifiques utilisant des extraits de plantes qui ont la capacité d'inhiber la
corrosion de l'acier dans des solutions acides, en plus de la possibilit¢é de son utilisation
comme traitement pour de nombreuses maladies[18] ont été atteintes que les extraits de
plantes sont considérés comme de bons inhibiteurs de la corrosion des métaux ont récemment
été utilisé principalement pour son faible cotit et de I'accessibilité facilement et contiennent de
nouveaux composés ont l'effet d'un anticorrosion qui est considéré comme respectueux de

l'environnement[19].
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1.5.1. Type d’adsorption

L'adsorption des composés organiques peut &tre décrite par deux principaux types
d'interaction a savoir 'adsorption physique et la chemisorption. Ces deux types d'adsorption
sont influencés par la nature et la charge du métal, la structure chimique du produit organique

et le type d'électrolyte [20].

1.5.1.1. Adsorption physique
L'adsorption physique est due aux forces de Van Der Waals ou aux forces
¢lectrostatiques existant entre la charge ionique ou les dipdles de I’espece inhibitrice et la

surface du métal électriquement chargée [21].

1.5.1.2. Adsorption chimique

Est particulier pour certains métaux et n’est pas tout a fait réversible. C’est aussi le cas
le plus convenable pour I’inhibition. Ce type d’adsorption consiste en la mise en commun
d’¢électrons entre la partie polaire de la molécule et la surface métallique, ce qui engendre la
formation de liaisons chimiques bien plus stables car basées sur des énergies de liaison plus
importantes. Les €lectrons proviennent en grande majorité des doublets non liants du centre
actif de la molécule inhibitrice (hétéroatomes O, N, S, P). Ce centre se comportera par

exemple comme un donneur d’électrons vis-a-vis d’un atome métallique de la surface.

1.5.2. Isothermes d’adsorption

Une isotherme d’adsorption explique la relation entre le taux de recouvrement d’une
Interface par 1’espéce adsorbée et la concentration de 1’espéce en solution [22-
23].Plusieurs modéles d’isothermes d’adsorption sont proposés dont trois sont les plus
généralement utilisés, ils ‘agit de I’isotherme de Langmuir, isotherme de Temkin et celle

de Frumkin.
1.5.2.1. Isotherme de Langmuir
L’isotherme de Langmuir suppose que I’inhibiteur conduit & un recouvrement par une

mono couche d’adsorption a la surface recouverte 8 et que la fraction non recouverte (1- 6)

réagit avec I’acide comme s’il n’y avait pas d’inhibiteur.




Chapitre I

Le rapport (6 / 1-8) est li¢ a la concentration par I’équation de Langmuir :

O/1 +6:kads+Cinh D

Ou Kads est la constante d’équilibre de la réaction d’adsorption, Cinn est la concentration de
I’inhibiteur en solution.

Aprées un réarrangement, on trouve I’équation suivante :

Cinh/1-O=KkadsCads 2)

Expérimentalement, la variation Cixn/ 6 en fonction de Cinn est une droite de pente égal a

[’unité.

Le taux de recouvrement peut étre déterminé par :

O=1-Veorr/ (Vcorr)() ou O=I1-Icor/ (Icorr)O

Le modele de Langmuir suppose qu’il existe a la surface un nombre fixe de sites.
Chacun de ces sites ne peut adsorber qu’une seule particule. De plus, comme on néglige les
interactions entre les particules adsorbées, 1’énergie d’adsorption est constante [24].

1.5.2. 2. Isotherme de Temkin

Dans le mod¢le de Temkin, 1’énergie libre d’adsorption de 1’adsorbat est une fonction

linéaire du taux de recouvrement O et les constantes de vitesse chimiques sont fonction de ©.

Il y a attraction ou répulsion entre especes adsorbées a la surface. L’équation de I’isotherme
de Temkin est :

bCinh =exp(a ©)-1/1-exp[-a(1- O)] 3)

b: coefficient d’adsorption ;O: taux de recouvrement de la surface par I’inhibiteur
(0 <6< 1) ; Cinn concentration de I’inhibiteur; a : une constante d’interaction entre les
particules adsorbées.

I1 est en général trés délicat de définir a quel type d’isotherme obéit le comportement
d’un inhibiteur dans un syst¢eme donné. On peut simplement souligner que 1’adsorption a la

surface hétérogene correspond le plus souvent a une isotherme de type Langmuir. Ces
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remarques doivent conduire a une grande prudence dans le maniement des taux de
recouvrement.

1.5.2.3. Isotherme de Frumkin

L’isotherme de Frumkin est représentée apres réarrangement par 1’expression suivante :

Ln [0/C(O-1)]=InK+2a0

Le paramétre « a » posséde les dimensions suivantes : J/mol par mol/ cm?, il exprime
la maniére dont un recouvrement accru modifie 1’énergie d’adsorption de I’espéce. Si « a » est
positif, les interactions entre deux especes a la surface sont attractives, si a est négatif, les
interactions sont répulsives, si a0 ’isotherme de Frumkin se rapproche de I’isotherme de
Langmuir.

1.6 : Les composes polyphénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés
par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés
avec un glucide. Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux (racines, tiges, feuilles,
fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux processus
physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenése, la germination des graines ou
la maturation des fruits. Les plus représentés sont les anthocyanes, les flavonoides et les

tannins [25].

1.6. 1. Flavonoides
Le nom flavonoide provient du terme flavedo, désignant la couche externe des écorces
d’orange [26], cependant d'autres auteurs supposaient que le terme flavonoide a été plutot
prété du flavus [27].
Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possédent un
squelette carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A) et
(B) qui sont reliés entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi 1'hétérocycle (C) [28].

Généralement, la structure des flavonoides est représentée selon le systeme C6-C3-C6 [29],

@@

Figure 1.4 : La structure de base des Flavonoides
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En formant une structure de type diphényle propane dont des groupements hydroxyles,

oxygenes, méthyles, ou des sucres peuvent étre attachés sur les noyaux de cette molécule [30].

OH OH
OH OH OH
o 0] o
HO O HO O HO O
X X OH X
Z = =
OH OH OH
OH O OH O OH O

Kaempférol Myricétol Quercétol

Figure 1.5 : Quelque structure de Flavonoide

| .6.2. Tanins
Les tanins sont des polyphénols que l'on trouve dans de nombreux végétaux tels que
les écorces d'arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). Leur structure complexe est

formée d'unités répétitives monomeériques qui varient par leurs centres asymétriques, leur

degré d’oxydation [31].

Les tanins sont divisés en deux groupes :

4+ Les tanins condensés, formés de pro anthocyanidines (sous forme d'oligomeéres)

+ Les tanins hydrolysables, esters des acides phénols et de glucose.

.3
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Figure 1.6 : Structure des tanins condensés

| .6.3. Terpénoides

Appelés aussi terpénes, constituent une vaste groupe de métabolites secondaires, sont des
hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte [33]. En effet les plantes
synthétisent plus de vingt-deux milles dérivés isopreéniques qui posseédent des structures, des
propriétés physiques et chimiques et activités biologiques tres diverses [34].

Ils répondent dans la plupart de cas a la formule générale (C5HS). C’est-a-dire leur
particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d'unité
isoprénique (Figure 1.7) a 5 atomes de carbone [36- 37 et 38].

T
// C\ % CH,
CH2 CH:

Figure 1.7: Structure de la molécule d’isopréne.

1.6.4. Saponosides

On entend par saponosides (mot latin « sapons », savon ; « saponaire », I’herbe a
savon), des hétérosides a aglycones de structure stéroide ou triterpénique qui tiennent une

grande place parmi les substances d'origine végétale [39].

Les saponosides sont classés en deux groupes selon la nature de leur génien qui peut étre soit

triterpéniques, soit stéroidiques [40].
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Figure 1.8 : Quelque structure des saponosides
1.6 .5. Alcaloides
Les alcaloides sont un groupe de composés azotés et faiblement basiques issus
principalement des végétaux. IIs présentent des réactions communes de précipitation. Apres
extraction, ils sont détectés par des réactions générales de précipitation fondées sur leur

capacité de se combiner avec des métaux [41].

\

N HO

Figure 1.9 : Quelque structure des alcaloides

1.7. Les huiles essentielles :

Les huiles essentielles (HEs) sont des complexes naturels de molécules volatiles et
odorantes qui sont synthétisées par les cellules sécrétrices des plantes aromatiques. Celles ci
les conservent dans des poches au niveau de certains organes [42]. Ces produits sont extraits

par hydro distillation, entrainement a la vapeur d’eau, ou par pression [43].
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Figure 1.10 : Les principales molécules dans les huiles essentielles

I .8. Activités biologiques
| .8.1. Activité antioxydante

Les antioxydants sont définis comme étant des substances qui peuvent retarder ou
empécher 1’oxydation des substrats biologiques [44], ce sont des composés qui réagissent
avec les radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs [45].

Plusieurs substances pouvant agir en tant qu'antioxydants in vivo ont été proposées,
elles incluent le béta-carotene, I'albumine, I'acide urique, les cestrogenes, les polyamines, les
flavonoides, I'acide ascorbique, les composés phénoliques, la vitamine E, etc. ...elles peuvent
stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et elles ont également une capacité de
lier les acides gras libres [46].

1.8.2. Technique d’étude de I’activité antioxydante

I1 y’a plusieurs techniques pour étudier I’activité antioxydante des extraits de plantes.
Elle a été effectuée par plusieurs techniques chimiques tels que : le pi¢geage du radical libre
DPPH et la réduction du fer.
1.8.2.1. Le piégeage du radical libre DPPH

La méthode de mesure du pouvoir antioxydant par le DPPH repose sur la capacité
d’un composé a réduire le DPPH® [47] :
l DPPH°+AH —>DPPH-H+A®
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La réduction se traduit par un changement de couleur de la solution qui vire du violet
au jaune. La réaction est alors quantifiée en mesurant I’absorbance de la solution par
spectrophotométrie a 515 nm. Chaque composé antioxydant réagit avec le DPPH (1,1-
diphenyl-2-picryl-hydrayl) selon une cinétique qui lui est propre.
Un test est réalis¢ avec un échantillon de la solution antioxydante a des dilutions
différentes. A 1’aide de I’appareil : thermo électron multiskan et le logiciel Ascent Software,
I’absorbance est mesurée a A 515 nm chaque minute jusqu’a atteindre un plateau.
On détermine alors par lecture graphique la quantité d’oxydant /mg un DPPH
nécessaire pour dégrader 50% du DPPH soit IC50 ainsi que le pouvoir anti radicalaire (Anti
Radical Power : ARP).
1.8.2.2. La réduction du fer

Les ions ferreux (Fe2") sont essentiels pour certaines fonctions physiologiques. Ils
peuvent étre, soit des constituants des hémoprotéines, soit des cofacteurs des différentes
enzymes du systeme de défense antioxydant (Fe pour la catalase). Mais ils sont aussi
responsables de la production du radical hydroxyle (OH-) par la réduction du peroxyde
d’hydrogene selon les réactions de Fenton et Haber Weiss .

02+H202 —»HO +02+HO"

Les flavonoides sont considérés comme de bons chélateurs de ces ions métalliques
(ferrique, Fe2+) [48].Les études sur la chélation du fer par certains
flavonoides, ont pu ressortir les sites potentiels pour la chélation des ions métalliques

(Figure 1.11).

Figure 1.11: Les flavonoides et leurs sites proposés pour la chélation des ions métalliques

1.9. Activite antibactérienne
L’utilisation des antibiotiques conduit dans la trés grande majorité des cas a la
sélection de populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des mutations

chromosomiques ou a 1’acquisition de génes de résistance portés par des éléments génétiques
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mobiles (plasmides, phages, transposons, intégrons). Ces résistances ont conduits a chercher
de nouveau agents antimicrobiens possédant une efficacité plus importante que les drogues
synthétiques d’une part et bien accepté par 1’organisme d’autre part (sans exercer des effets
Délétéres sue la santé humaine) [49].

Beaucoup de groupes de recherches ont étudié 1’activité antimicrobienne des extraits
de plantes médicinales telles que fennel (Foeniculum vulgare), peppermint (Mentha piperita),
thyme (Thymus vulgaris), ils ont trouvé que ces extraits sont actifs non seulement contre les
bactéries mai aussi contre les champignons, les levures et les virus [50].

D’autres groupes de chercheurs ont franchi une étape plus loin, ils ont isol¢ et identifié
les métabolites responsables de 1’activité antimicrobienne des extraits de plantes, cette étape
constitue une plateforme pour plusieurs implications incluant I’industrie pharmaceutique, la

médecine alternative, et la thérapie naturelle [51].

1.9 .1. Description des bactéries étudiées
1.9. 1.1. Escherichia coli

Escherichia coli est un bacille a gram négatif [50] de forme non sporulée, de type
anaérobie facultative, généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur varie de 2 a6 pum,
alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um [52].

Les bactéries appartenant a 1’espéce E. coli constituent la majeure partie de la flore
microbienne aérobie du tube digestif de I’homme et de nombreux animaux.
Certaines souches sont virulentes, capables de déclencher spécifiquement chez I’homme ou
chez certaines espéces animales des infections spontanées des voies digestives ou urinaires ou
bien encore des méningites néo-natales. D’autres souches appartiennent a la flore commensale
peuvent €tre responsables d’infections opportunistes variées, surtout chez les sujets aux
défenses immunitaires affaiblies [53].
1.9.1.2. Staphylococcus aureus

Les especes Staphylococcus aureus sont des cocci a Gram positif, de forme sphérique,
avec un diametre de 0.8 a 1 um. Elles sont regroupées en diplocoques ou en petits amas
(grappe deraisin). Ce type de bactéries sont immobiles, asporulés, habituellement sans

capsule. De nombreuses souches de Staphylococcus aureus produisent un pigment jaune doré
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Il .1. Présentation de la plante

I1.1. 1. La famille des Myrtacées

La famille des Myrtacées est une famille des plantes dicotylédones qui comprend plus
de 5650 espéces réparties en 48 a 134 genres environ [1]. Ce sont des arbres et des arbustes,

souvent producteurs d'huiles aromatiques [2].

Selon (Quezel et Santa 1963), les Myrtacées sont des plantes a feuilles enticres,
opposées. Fleurs axillaires hermaphrodites. Calice cupuliforme. Etamines trés nombreuses,
insérées avec les pétales au sommet du tube calycinal. Gynécée infére ou semi- infére a 5
carpelles uniloculaires, & ovules nombreux, a placentation axile. Fruits bacciformes bleuatres

globuleux, de 5-8 mm de diamétre.

I1.1.2. Description botanique de la plante Myrtus communisL.

C'est un arbuste sempervirent de 1 a 3 meétres de haut, a tiges trés ramifiées, des
labase; ses buissons touffus et aromatiques portent des feuilles ovales lancéolées,
luisantes,coriaces, opposées, par deux ou quelquefois par trois ; fleurs blanches solitaires a
l'aisselle des feuilles, axillaires, périanthe a cinqg sépales et cinq pétales; nombreuses étamines
et un style saillant ; baies bleu-noir, couronnées par le calice persistant [3].espéce
méditerranéenne, commune dans le Tell et sur le littoral du centre. Connu sous le nom de

"Rihan" [4] (Figure II-1).

Figure. 11.1: La plante myrtus communis L. dans son milieu systématique (Jijel, Est Algérie).

)
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11.1 .3. Distribution géographique de la plante

Myrtus communis L. est une plante arbustive pousse sur le long du périméetre méditerranéen.

Figure. 11.2: Distribution géographique de 1I’espéce Myrtus communis L. dans le monde [5].

Il .1.4. Position systématique

Régne : Plante

Sous-regne : Eucaryotes
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Myrtus

Espece : Myrtus communisL.

Nom vernaculaire : Rayhan, Mersin

11.1.5. Synonymes

e Myrtusacutifolia(L.) Sennen&Teodoro
e Mpyrtusaugustinii (Sennen&Teodoro) Sennen
e Mpyrtuspetri-ludovici (Sennen&Teodoro) Sennen

e Myrtustheodori (Sennen&Teodoro) Sennen
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e Mpyrtuschristinae (Sennen&Teodoro) Sennen

I1.1.6. Les utilisations thérapeutiques traditionnelles

En Turquie I’huile essentielle de feuille de myrte est usée par voie cutanée pour traiter
les paralysies et les douleurs, les feuilles sont utilisées en décoction pour traiter les affections
de la prostate.

En Tunisie, les feuilles sont aussi utilisées en décoction pour traiter les douleurs
dentaires[6].

En Iran les feuilles et les racines sont utilisées en décoction concentrée pour traiter
I’herpées et les problémes gynécologiques, mais aussi comme tonique de 1'estomac [7].

En Algérie les parties aériennes sont utilisées en décoction ou d’infusion pour traiter

I’hypertension et du diabéte [8].

11.2.1. Matériel végétal

La plante est récoltée de la région de Jijel.(Nord Est Algérien ),au moins de septembre
2016 elle est séchée dans la température ambiante dans unendroit aéré a I’ombre pour mieux
conserver les molécules sensibles a la chaleurs et a lalumiére .le poids de la maticre végétale

séchée globale est de 445.879 ( fleure, tige, fruit).

11.2.2. Screening chimique

Cette étude permet de mettre en évidence la présence de quelques groupes chimiques
(Les alcaloides, flavonoides.....etc) dans notre plante. Le matériel végétal pulvérisé est épuisé
successivement par macération dans des solvants de polarité croissante (acide chloridrique,
méthanol, eau). Les tests phytochimiques pour les tanins, les alcaloides, les flavonoides, les

saponosides, les tripténes ont été réalisés par différents méthodes.

11.2.2.1. Flavonoides:
On trempe 10 g de la plante dans 150 ml d'acide chlorhydrique 1 % pendant 24heures,
on filtre et on procede aux tests suivants:

- On ajoute a 10 ml du filtrat, du NH4OH concentré jusqu'au pH basique.

x
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L'apparition d'une couleur jaune prouve la présence des flavonoides.
- On ajoute une petite quantité de poudre de magnésium a 1 ml du filtrat.

-L'apparition d'une couleur rouge marque la présence des glycosides flavonoides.

Figure IL3 : Détection chimique des flavonoides.

11.2.2.2. Saponosides:

On agite le filtrat obtenu par macération de 2 g de la plante dans 80 ml d'eau distillée

pendant quelques minutes. L'apparition d'une mousse dans le milieu prouve la présence des
saponosides.

Figure IL.4 : Détection chimique du saponosides

11.2. 2.3. Triterpenes

On prend environ 5 g de la plante on dissout dans 20 ml de CHCls, on filtre et on
ajoute 1 ml H2SO4 concentré avec précaution sur les parois du tube. Le point de rencontre les

deux phases donne une couleur verte qui indique la présence de terpene glucosides.
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Figure IL5 : Détection chimique des stérols et triterpénes.
Préparation des Réactifs utilisés pour les tests des Alcaloides

Réactif de Mayer:

Le réactif de Mayer est constitué¢ de deux solutions:

Solution A: 13.55 g de chlorure de mercure dissoute dans 20 ml d'eau distillée.

Solution B: 49.8 g d'iodure de potassium dissoute dans 20 ml d'eau distillée. Préparation: On

mélange les deux solutions et on jauge jusqu'a 1000 ml par de I'eau distillée.

11.2.2.4 Alcaloides

On dissout 10 g de la plante broyée dans 50 ml d'acide chlorhydrique HCl 1 %. On
ajoute a la solution obtenue, apres filtration, de ]'ammoniac jusqu'a 1'obtention d'un pH =
8 — 9. On procede ensuite a une extraction par 20 ml de chloroforme. L'opération est
répétée trois fois. Apreés I'évaporation de la solution organique, on dissout le précipité
obtenu dans 2 ml de HCL 1%. On ajoute a la solution acidifiée quelques gouttes du réactif
de Mayer. L'apparition d'un trouble ou d'un précipité blanc prouve la présence des

alcaloides.

Figure IL6 : Absence des alcaloides

28
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11.2.2.5 Tanins:

On agite le filtrat obtenu par macération de 10 g de la plante dans 80 ml d'alcool
¢thylique 50 % pendant quelques minutes. On ajoute quelques gouttes de FeCls au milieu.

L'apparition d'une couleur verte prouve la présence des tanins.

Figure IL.7 : Détection chimique des tanins.

11.3. Extraction des flavonoides

L’extraction des flavonoides est réalisée selon la méthode de Markham (1982),
avec une modification inspirée selon la méthode de Bruneton (1993). Elle est basée sur le
degré de solubilité des flavonoides dans les solvants organiques (Schémal). Cette méthode
comprend deux grandes étapes : la premicre phase d’extraction se fait avec le méthanol pour
solubiliser les flavonoides et le deuxiéme est réalisée avec 1’éther diéthylique (extraction des
génines libres) et ’acétate d’éthyle (extraction des monoglycosides) et le n-butanol (pour
solubiliser les di et les triglycosides).

L’extraction des flavonoides est effectuée a partir de la matiere séche finement broyée
par du méthanol. Le macérat est filtré sur un Biichner sous pression réduite puis soumis a une
évaporation a basse pression a 38°C (Rota Vapor, Biichi 461, Germany). Le filtrat est
débarrassé des cires, des lipides et de la chlorophylle par trois lavages successifs avec 1’éther
de pétrole (v/v) pour donner une phase aqueuse. Afin de séparer les flavonoides en phases
aglycones, monoglycosides et di et triglycosides, la phase aqueuse est mélangée avec
I’éther diéthylique (v/v) pour obtenir une phase organique contenant les flavonoides
aglycones et les aglycones méthoxylés. La phase aqueuse restante subit a son tour trois
extractions avec l’acétate d’éthyle afin de récupérer dans la phase organique certains
flavonoides aglycones mais surtout les monoglycosides. La phase aqueuse encore restante
est mélangée avec le n-butanol pour récupérer notamment les flavonoides di et
triglycosides. La phase aqueuse finale contient surtout les flavonoides glycosylés plus

polaires. Les quatre phases récoltées sont concentrées par évaporation a basse pression.




Chapitre 11

Matiere séche 445.87g
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I1.4. Analyse quantitative des composées phénoliques
11.4.1. Dosage de Flavonoides

L’évaluation quantitative des flavonoides dans les différentes phases est réalisée selon
la méthode du trichlorure d’aluminium. Briévement, les échantillons sont préparés par la
dissolution des lyophilisats obtenus lors de I’extraction dans le méthanol: phase d’éther
diéthylique 0.14 mg/ml ; phase d’acétate d’éthyle 0.06 mg /ml ; phase de n-butanol 0.02
mg/ml ; phaseaqueuse0.2 mg/ml. A 1 ml de chaque échantillon est ajouté¢ Iml de L’ AICls 2%

dans le méthanol. L absorbance est lue a 430 nm dix minutes apres le début de la réaction.

Une gamme étalon est établie séparément avec la Luteoline-7-glucoside (1-25 pg/ml) pour
calculer la concentration des flavonoides dans chaque extrait. Les résultats du dosage sont

exprimés en milligramme d’équivalent de Luteoline-7-glucoside par gramme de lyophilisat.

Dilutions S S/3 | S/9 | S/27
Concentration (ug/ml) | 0,36 | 0,12 | 0,04 | 0,013

Al
HO-~ ‘\
“oH

OH o

Figure 11.8 : formation d’un complexe stable
11.5. Activités biologiques

11.5.1. Détermination de I’activité antioxydante

11.5.1.1. Réduction du fer par la méthode de FRAP

Cette méthode est basée sur la réaction de réduction du Fes+ présent dans le complexe
ferrocyanure de potassium en Fe?*, la réaction est révélée par le virement de la couleur jaune
dufer ferrique (Fe*") en couleur bleu verte du fer ferreux (Fe*), I’intensité de cette coloration
estmesurée par spectrophotométrie a 700 nm.

Le protocole expérimental utilisé ou : 0,5 mL de I'échantillon a différentesconcentrations, est

mélangé avec 1,25 ml d’une solution tampon de phosphate a 0.2 M (pH =6,6) et 1,25
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ml d’une solution de ferricyanure de potassium K3Fe(CN)s a 1%. Le tout est incubéa 50°C
pendant 20min, puis refroidi a température ambiante. 2,5 ml d’acide trichloracétique al0 %
sont ajoutés pour stopper la réaction, et les tubes sont centrifugés a 3000 pendant 10 min.1, 25
ml du surnageant sont ajoutés a 1,25 ml d’eau distillée et 250 pl d’une solution de chlorurede
fer [FeCls(H20)s] a 0,1 %. La lecture des absorbances se fait a 700 nm a [Iaide
d’unspectrophotometre UV contre un blanc préalablement préparer de la méme maniére sauf

qu’on aremplacé 1’extrait par de 1’eau distillée [9].

Figure 11.9 : Réduction du fer ferrique en fer ferreux.

11.5.1.2. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger leradical
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH). Ce dernier est réduit a la forme d’hydrazine (non
radical) en acceptant un atome d’hydrogéne [10]. On peutrésumer la réaction sous la forme de

1I’équation:

DPPH “+ AH —» DPPH-H+A

DPPH « R—» DPPH-R

)
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NO;

NO,

-
O

DPFH

MOy +
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NO, +

dipheénylpicrylhydrazing

phenoxy

Figure 11.10: Réduction du DPPH par le phénol

L’activité antioxydante des différents extraits est mesurée par la méthode décrite par

BRAND-WILLIAM et al (1995). Pour chaque extrait, Un volume de 1 ml de la solution
deDPPH (0.1mM) est mélangé avec 0.5 ml d’extrait ou des antioxydants standards (acide

ascorbique)[9]. Apreés 30 minutes d’incubation a 1’obscurité et a température ambiante,

I’absorbance est lue a 517 nm. Le pourcentage de 1’activité anti-radicalaire est calculé selon

L’équation suivante :

Ac: Absorbance du controle.

At: Absorbance d’extrait.
11.5.2. La concentration inhibitrice (1Cso)

Ce parametre est défini comme la concentration d’antioxydant nécessaire pour diminuer

Activité antiradicalaire (%) = [(Ac - At)/ Ac] x100

la concentration initiale de 50%, il est inversement li¢ a la capacité antioxydante.

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un composé, les

Résultats sont souvent portés par rapport a un antioxydant de référence, comme 1’acide

Ascorbique.

ADS blanc :

IC (50%) =

Ab - A4b
( Fhlanc Eammsﬂmj] s 100

absorbance de DPPH blanc

Abﬂ'ﬁ;m
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11.5.3. Pouvoir antiradicalaire

Le pouvoir antiradicalaire (ARP) ne peut étre mesuré directement, mais a partir de la
Concentration Inhibitrice, ¢’est I’inverse de cette derniére.

L
ARP = 1c(5004)

11.6. Déterminationdes activités antibactériennes (diffusion enmilieu gélose) :

11.6.1. Principe :

Les diamétres des zones d’inhibitions (DZI) ont été¢ déterminés in vitro sur deux
bactéries,selon la méthode de diffusion en milieu solide sur milieu gélose de Mueller-Hinton,

telle que décrite dans la littérature [11].
Il. 6. 2. Préparation des souches bactériennes

Les deux souches ont été ensemencées dans un bouillon nutritif dans des tubes a essai,
avec incubation a I’¢tuve a 37°C pendant 24 h, avant les utiliser pour 1’activité

antibactérienne.
11.6. 3. Préparation des disques

On a utilisé le papier Watheman coupé on disques de 6 mm de diamétre, ces derniers
doivent avoir un contour régulier pour donner une zone d’inhibition facile a mesurer. Les
disques une fois préparés, sont placés dans des tubes a essai contenant 1’eau distillée puis
autoclaves a 120 °C pendant 20mn, ils sont placés, par suite, a 1I’é¢tuve a 100 °C pendant 30mn

pour les sécher.
11.6.4. Teste antibactérienne

On a pris quelques gouttes de chaque bouillon nutritif contenant une des deux souches
bactérienne, on les a versées sur gélose nutritive dans une boite de pétri, puis on a bien agité

pour favoriser une répartition homogene du bouillon nutritif.
11.6.5. Application des disques

Les disques stériles ont été injectés par mémes concentrations d’extraits, puis placés sur
la gélose nutritive ensemencée avec la bactérie a l’aide d’un pince stérile a 15mm de
I’extrémité de la boites de pétri. En fin, les boites de pétri ont été placées a 1’étuve, pour

incubation a 37 °C pendant 24h.
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11.6.7. La lecture

Aprés incubation, on a mesuré avec précision les diamétres des zones d’inhibition, en

millimetres, ce diamétre détermine la sensibilité bactérienne vis-a-vis des extraits de plante.
11.7. Méthodes d’études de I’inhibition de la corrosion

Il. 7.1. Méthode de mesure directe : La gravimétrie
11.7.1.1. Principe

La gravimétrie repose sur la mesure directe de la perte de masse subie par un substrat
de surface S, supposée homogene, pendant le temps? d’immersion dans une solution corrosive

maintenue a température constante [12.13.14].

L’attaque est supposée répartie uniformément sur la surface

A cm

- 7 »

0.5 cml

Figure. 11.11 : Un diagramme de 1'échantillon

Partant du métal a étudier est la préparation de I'échantillon ou il passe sur le
polissage d'un dispositif fournisseur de source d'eau pour se débarrasser de la chaleur le
vitrage dédouané au cours de l'utilisation des feuilles de verre et abrasif installé directement

sur l'appareil.

*
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support —»
bécher —»

fil B

solution

substrat —

Figure 11.12 : Dispositif pour I’étude gravimétrique

11.7.2. Mode opératoire

Les échantillons d’acier au carbone utilisés sont immergés verticalement pendant 5h
dans la solution corrosive en absence d’agitation et a température maintenue constante a25,

35,45 et 55°C

A la fin de I’expérience, les produits de corrosion sont éliminés et les échantillons sont

de nouveau pesés a 1’aide d’une balance analytique de précision a 0.1 mg.

11.7.3. Expressions de Weorr et EI %

Les valeurs de la vitesse de corrosion Weorr et de I’efficacité inhibitrice Ew% sont
estiméespar les formules suivantes :

&m -
Wogre = mmg L

z &—1
Ou Am = (mi- my) étant la perte de masse exprimée enmg, S étant la surface du substrat et ¢

le temps de séjour du substrat dans la solution [14—15].

(Hg — W)

El bp= W,

Ou Wy et Winn représentent respectivement les valeurs de la vitesse de corrosion de I’acier

aprés immersion en absence et en présence de 1’inhibiteur.
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I11.1. Rendements d’extraction

Tableau 111.1: phases obtenues aprées épuisement de la plante Myrtus communis L.

Phase Masse (Q) Rendements(%)
Ether de Pétrole 0.8921 0.20
Ether diéthylique 1.1390 0.25
Acétate d’éthyle 4.3250 0.97
n-butanol 32.9300 7.38
Aqueuse 20.5600 4.63

A la lumiére des résultats donnés dans le tableau (111.1), les rendements des
phases dans la plante Myrtus communis L. étudiée sont dans 1’ordre croissant :
-la phase éther de pétrole (0.20 %)
- la phase éther diéthylique (0.25%)
-la phase I’acétate d’éthyle (0.97%0)
- la phase BuOH (7.38%0)
- la phase aqueuse (4.63%)

I11.1.1. Conclusions

On peut conclure que la plante Myrtus communis L .étudiée contient:
- Les flavonoides aglycones et les aglycones méthoxylés (phase éther diéthylique).
- Les flavonoides aglycones mais surtout les monoglycosides (phase d’acétate
d’éthyle).
- Les flavonoides di et triglycosides (phase BuOH).

- Les flavonoides glycosylés plus polaires (phase aqueuse).

|
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I11.2. Tests de présences des principes actifs

Tableau I11.2: Résultats récapitulatifs du Tests de présences des principes actifs

Principes actifs Plante Myrtus communis L
Dragendorff -
Alcaloides Mayer -
Bouchardat -
Saponosides +
Tanins +
Stérols et triterpénes +
Flavonoides +
111.2.1.  Conclusion

11.3.

On peut conclure que la plante de Myrtus communis L, riche en composées

polyphénoliques et on remarque I’absence totale des alcaloides.

Détermination de la teneur en flavonoides

0.18 4

Y =0.06909 + B * 0.26198

0.16 4

R=0.99

0.14

0.12 4

Absorbance

0.10 4

0.08 4

T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40
Concentration

Figure IIL.1: Courbe d’étalonnage du teneur en flavonoides

o
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Les teneurs en flavonoides contenus dans les quatre phases de 1’extrait
méthanolique de la plante Myrtus communis L. a été estimée par la méthode d’AlCIs

sont représenté dans le tableau suivant :

Tableau 111.3: Evaluation quantitative des flavonoides des phases de
Myrtus communis L.

Phase Absorbance Teneur en flavonoides
éther diéthylique 0.227 0,6027
acétate d’éthyle 0.149 0,3050
n-butanol 0.21 0,5378
aqueuse 0.12 0,1943
0,6027

0,1943

agueuse

N -

1 2 3

Figure 111.2: Histogramme représentatif de la teneur en flavonoides en mg EQ/g des
phases de la plante Myrtus communis L

111.3.1. Conclusions

Les résultats de dosage des flavonoides révelent que les phases éther
diéthylique et BuOH celle contiennent respectivement 0,6027 mg et 0,5378 mg
d’équivalent /g de Luteoline-7-glucoside. Les phases acétate d’éthyle et aqueuse
contiennent moins de flavonoides en comparant avec celles citées auparavant. Leurs

concentrations sont successivement 0,3050 et0, 1943.mg/g (Tableau I11.3).
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L’évaluation quantitative des flavonoides montre une corrélation positive entre la
variation de ce flavonoide (0,013 a 36 pg/ml) et ’absorbance avec un coefficient de

corrélation r = 0.99 (figure I11.2).
I11.4.  Tests in vitro de I’activité antioxydante

111.4.1. Détermination de la concentration inhibitrice et du pouvoir
antiradicalaire

Tableau I11.4: Résultats du pouvoir et capacité antiradicalaire

Phase IC 50% ARP
n-butanol 0.864 1.157
Aqueuse 0.917 1.090
Acétate d’éthyle 0.937 1.067
Diéthyle éther 0.966 1.035

Selon les valeurs calculées de la concentration inhibitrice IC 50% et le
pouvoir radicalaire ARP on conclure que parmi les quatre phases étudiées de 1’extrait
du MeOH, trois phases n-butanol, aqueuse et acétate d’éthyle présentent des activités

antioxydantes les plus intéressantes par rapports a diéthyle éther.

111.4.2. Réduction du fer (FRAP)

L’évaluation de I’activité antioxydante par réduction du fer est une méthode
facile et reproductible, pour cela elle est tres utilisée pour distinguer entre les phases
les plus actives [1].

Pour tous les phases, les dilutions en cascade allants de 1 a 0.06 mg/ml sont

préparées et les pouvoirs réducteurs sont mesurés a 700 nm [2].

Tableau I11.5: Résultats d’absorbance de FRAP

Img/ml 0.5 mg /ml 0.25 mg/ml 0.125 mg/ml
n-butanol 0.943 0.745 0.688 0.572
Ether di éthylique 0.656 0.532 0.338 0.196
Acétate d’éthyle 0.805 0.658 0.424 0.238
Aqueuse 0.891 0.676 0.515 0.229
Acide ascorbique 1.622 1.453 1.118 0.738

|
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Figure 111.3: Pouvoir réducteur des phases et de l'acide ascorbique

& D’aprés nos résultats ; pour toutes les phases testées une augmentation de la

réduction du fer est proportionnelle aux concentrations utilisées.

& Tous nos phases présentent des activités antioxydantes nettement inférieures

a celle de la référence (acide ascorbique), pour ce dernier la réduction est

presque totale a partir d’une concentration de 0.0125 mg/ml.

& La phase BuOH est la plus active suivie par la phase aqueuse. les deux autres

phases : acétate d’éthyle et éther diéthylique sont 1égérement actives.

111.4.2.1. Conclusion

On conclure que la phase butanolique posséde une bonne action vis-a-vis

de Fe**, le pouvoir réducteur de 1’extrait aqueuse est supérieur aux autres phases

(acétate d’¢éthyle éther di¢thylique).

111.4.3. Activité antimicrobienne

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobien des phases de I’extrait

méthanolique isolés de la plante Myrtus communis L. par la méthode de diffusion des

disques sur un milieu gélosés pour les bactéries staphe et E. coli.
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L’activité antimicrobienne des phases a été estimée en termes de diametre de la zone
d'inhibition autour des disques contenant les extraits des phases a tester vis-a-vis de

deux (02) bactéries staphe et E. coli.

111.4.3.1. Résultats du test préliminaire

La toxicité du solvant utilise peut également étre critique car méme en traces,
le solvant ne devrait pas empécher le procédé biologique lorsque on dépose les
extraits. L'attention devrait également étre prétée aux interactions possibles entre le
solvant et les corps dissous pendant que le solvant peut réagir avec certains composés
pour produire des complexes ou pour causer la décomposition, la déshydratation, ou

l'isomérisation de ces composés (figurelll.4) [3].

Les résultats montrent que le DMSO a été testé comme solvant ne présente

aucun effet sur la croissance normale des souches microbiennes.

staphe E. coli

Figure 111.4: Effet du DMSO sur les bactéries

La bactérie staphe est sensible a la phase diéthyle éther avec des diametres de
zones d’inhibition de 23.33, 23.16, 15, 22.66, 21.5, 20 et 19.16 mm respectivement,
alors qu’elle est plus ou moins résistante a la E. coli avec des diamétres zones d’inhibition

de 18.33, 15.16, 15, 11.66, 11.5 et 10.16 mm un diamétre de 24 mm ( figure I11.5).

s
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Figurelll.5 : Effet de la phase diéthyle éther de Myrtus communis L.
sur E. coli et staphe

La phase n-butanolique a montré une sensibilité décroissante a staphe 24, 33.33, 23.5,

17,16.16, 15.8, 11 et 9 mm, alors que la E. coli n’a donné aucune effet (figure II1.6).

Figure 111.6: Effet de la phase n-butanolique de Myrtus communis L.
sur E. coli et staphe

Cowan (1999) a rapporté que les différentes classes des flavonoides peuvent
augmenter la toxicité des extraits envers les microsorganismes [4]. Cette toxicité est
fonction du site et du nombre de groupements hydroxyles présents sur les molécules

flavonoides.

L’effet antimicrobien de ces phases peut étre expliqué par 1’inhibition de la
croissance bactérienne suite a leur adsorption sur les membranes cellulaires [5]. On
peut conclure que le mécanisme des effets antimicrobiens des flavonoides est sans

doute trés complexe.

E



Chapitre 111

I11.5. Etude gravimétrique

La méthode gravimétrique présente l'avantage d'étre une mise en ceuvre
simple, de ne pas nécessiter un appareillage important, mais ne permet pas l'approche

des mécanismes mis en jeu lors de la corrosion.

111.5.1. caractérisation de I’acier utilisé

Le matériau utilis€¢ dans notre travail est un acier au carbone API 5L Gr-B
essentiellement utilisé dans I’industrie des hydrocarbures comme lignes de transport

de ces derniers .Sa composition chimique présentée dans le tableau suivant :

Tableaulll.6 : Composition chimique de I’acier

Elément C Mn P S Fe

% massique 0.26 1.15 0.05 0.04 Balance

Les échantillons d’acier au carbone, coupé a I’aide d’une trongonneuse a bois,
sous une forme carrée de dimensions presque 1.0 cmx1.0 cmx0.5cm Avant chaque
essai, un prétraitement, les échantillons sont soumis a un polissage avec papiers
abrasif de 40 jusqu'a 2500 sous jet d’eau, afin d’obtenir un état de surface adéquat.
Ensuite, ces derniers ont ¢été lavés avec 1’acétone, puis rincés avec de ’eau distillée.
Une fois séchés, les échantillons sont pesés.

111.5.1.1. Solution corrosive

L’¢électrolyte est une solution d’acide chlorhydrique une fois molaire, obtenue

par dilution, avec de ’eau distillé, de I’acide commercial concentré a 37%
111.5.1.2. Electrolyte

les essais ont été effectués dans la solution 1M Hcl, sans agitation et avec
I’ajout de différentes concentration de 1’extrait butanolique de la plante Myrtus

communis L, on utilisant la relation suivante :C1 V1= C2.V2
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111.5.2. Effet de la concentration et de la température sur I’efficacité inhibitrice

Les tableaux (II1.7 et 8) regroupent les résultats de 1’étude gravimétrique des

¢chantillons préparés a partir d’un tube fabriqué en acier au carbone de type API 5L

Gr-B. les essais ont été effectués a différentes température. Pendant sept et cing

heures d’immersion de ces échantillons dans la solution acide HC1 1 M sans et en

présence de I’extrait butanolique de la plante Myrtus Communis (EBMC), utilis¢ a

différentes concentrations, des mesures de perte en masse ont été réalisées et la vitesse

de corrosion et ’efficacité inhibitrice ont été déduites..

Tableaulll.7 : Influence de la concentration d’EBMC sur ’efficacité inhibitrice a
différentes température (25-55) °C, temps d’immersion Sh.

Température 25°C 35°C 45°C 55°C
Cc (ppm) Wcoor (S} EI(%) chor (S] EI(%) Wcom o EI(%) Wcoor (S} EI(%)
(gem-'h (mg.cm?) | (mgcm-! (mg.cm?) | (mg (mg.cm?) | (mg (mg.cm?)
D} ) cm-'h cm-'h
b) D)
blanc 0.0510 | 0 0 0.0074 | O 0 0.017 (0 0 0.046 | 0 0
200 0.0205 | 0.59 | 59 0.0039 | 0.47 | 47 0.012 {0.29 | 29 0.039 | 0.16 | 16
400 0.0072 | 0.85 | 85 0.0030 | 0.59 | 59 0.011 [ 0.35( 35 0.037 | 0.20 | 20
600 0.0055 | 0.89 | 89 0.0027 | 0.63 | 63 0.010 | 041 | 41 0.032 | 0.30 | 30
800 0.0044 | 091 | 91 0.0020 |1 0.73 | 73 0.008 | 0.52 | 52 0.026 1043 | 43
Tableau 111.8 : Influence de la concentration d’EBMC sur ’efficacité inhibitrice a
différentes température (25-55) °C, temps d’immersion 7h.
Température 25°C 35°C 45°C 55°C
C(ppm) Weoor 0 El(%) Weoor 0 El(%) Weoor 0 EI(%) Weoor 0 EI(%)
(gem-'hh) (mg.cm?) | (mgcm-! (mg.cm?) | (mgcm-! (mg.cm?) | (mgcm-! (mg.cm?)
hh) hh) hh)
blanc 0.0018 0 0 0.00560 | O 0 0.0190 0 0 0.0648 | 0 0
200 0.0011 0.38 | 38 0.00360 | 0.35 | 35 0.0130 0.31 |31 0.0459 | 0.29 | 29
400 0.00073 | 0.59 | 59 0.00311 | 0.44 | 44 0.00365 | 0.42 | 42 0.0433 | 0.33 | 33
600 0.00074 | 0.60 | 60 0.00250 | 0.55 | 55 0.00334 | 0.50 | 50 0.0360 | 0.44 | 44
800 0.0070 0.77 | 77 0.00210 | 0.62 | 62 0.0065 0.54 | 54 0.0370 | 0.49 | 49

Nous remarquons que La vitesse de corrosion diminue tandis que ’efficacité

inhibitrice augmente avec la concentration en inhibiteur et atteint une valeur

)
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maximale de 0.000070 en présence de ’EBMC a 800 ppm pour le temps immersion
7h et de 0.00044 pour la méme concentration pour le temps immersion Sh Tableau 7
et 8 la figure7 et 8 présentes la variation de I’efficacité inhibitrice et la vitesse de
corrosion en fonction de la concentration de I’ EBMC dans les temps d’immersion en

milieu HCI1M a 25°C.

—=—25C° 0,007 e
—e—35C° o 35C°

A A
45C°
45c°
80 - o 0,006 4
M —v—55¢°
704 4
'\v

0,004 4
S 4

0,003

o
=}
5]
5]
!

60 -

504

EFFICACITE (%)

0,002 4
40

VITESSE DE CORROSION

0,001
304

—6—
0,000 - . §

T T T T T T T ' r X
200 300 400 500 600 700 800 0 200 400 600 800

CONCENTRATION(ppm) concentration (ppm)

Figure 111.7: Evolution de I'efficacité inhibitrice et la vitesse de corrosion en
fonction de la concentration de ’EBMC dans la solution 1M HCI a différentes
températures, temps d’immersion 7 h.
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Figure 111.8: Evolution de I'efficacité inhibitrice et la vitesse de corrosion en
fonction de la concentration de ’EBMC dans la solution 1M HCI a différentes
températures, temps d’immersion 5 h.
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Figurelll.9:Histogramme de comparaison 1’évolution de la vitesse de corrosion pour
différents temps d’immersion de 1’acier dans HCl 1 M en présence de ’EBMC

D’apreés les résultats obtenus (Figurelll.9) on peut conclure que :
Le temps d’immersion cinq heures donne une efficacité d'inhibition importante par
rapport celle au temps immersion7 heures.
La vitesse de corrosion diminue avec augmentation de la concentration de ’EBMC.

L’efficacité diminue avec augmentation de temps d’immersion.

111.5.3. Modéles d’isothermes d’adsorption d’EBMC

Pour trouver le type d’adsorption correspondant a notre étude, différents types
d’isotherme ont été testés : Langmuir, Temkin et Frin dilche . Les figures 10 et 11
représentent, les isothermes d’adsorption tracées la variation de la concentration en

fonction de concentration su le tau de recouvrement

N
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Langumir c 1
—3 = E + C..
Temki 1
emiin 6 = EIOQKC.
Frendliche

log8 = log K + alogC.

o: est un parametre qui tient compte 1'hétérogénéité de la surface et des interactions

intermoléculaires dans la couche adsorbée.

A travers ces isothermes on détermine des grandeurs thermodynamiques
caractérisant I’adsorption de ’EBMC a la surface de 1’acier API 5L Gr-B.
AG°®ads=-RT |n(CsouIvant- Kads)

R: est la constante des gaz parfaits = 8,314 J K-1 mol-1
T : est la température en Kelvin.

C solvant: est la concentration de 1’eau dans la solution en (ppm) ou mg L= 10°[6]

Tableau 111.9: Coefficient de corrélation, temps d’immersion Sh

Modéle Coefficient de corrélation
d’isotherme 75 °C 35 °C ‘ 45 °C ‘ 55 °C
Langmuir 0.99619 0.97013 0.95847 0.66066
Temkin 0.94756 0.98142 0.94115 0.91339
Frinndilch 0.97817 0.95188 0.96741 0.72812

Tableau 111.10: Coefficient de corrélation, temps d’immersion 7h

Modéle Coefficient de corrélation

d’isotherme 75 °C 35 oC ‘ 45 °C ‘ 55 °oC
Langmuir 0.96320 0.97013 0.99921 0.96223
Temkin 0.96873 0.98402 0.99877 0.95109
Frinndilch 0.92001 0.98238 0.98238 0.86839

&
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D’aprés le tracé des différentes isothermes on constate que les coefficients de

corrélation sont acceptables pour les isothermes Langmuir (Tableau. 9 et 10) pour

les deux temps d’immersion 7 h et Sh. Pour les autres 1’isotherme Freundlich et

Temkin 1 est loin de 1.
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Figure [111.10: Isotherme d’adsorption de Langmuir, de 1’acier API 5L Gr-B dans
HCI 1 M en présence I’EBMC, temps d’immersion 7 h.

900 +
800
700 4

600 -

c/o

500 o

400 +

L)
300 4

.
S
o
.
T T T T T T
300 400 500 600 700 800
CONCENTRATION (ppm)

T
200

1100

1000

900

800

700

600

500

T T T T T
400 500 600 700 800

CONCENTRATION (ppm)

T T
200 300




Chapitre 111

2200 4
. . -
2000 | . -
L]
1400 4
P [ ]
1800 _—
-
-
1200 4 _
. -
o -
2 S 1600 - _—
—
1000 _—
e 1400
800
» 1200
600 T T T T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800 200 300 400 500 600 700 800
CONCENTRATION(ppm) concentration (ppm)

Figure 111.11: Isotherme d’adsorption de Langmuir, de 1’acier API SL Gr-B dans HCI
1 M en présence ’EBMC, temps d’immersion 5h

L’enthalpie standard d’adsorption (AHOCads) peut étre calculée en utilisant la relation

de Van’tHoff [7]:

=

dinKgg.  AH

Aal=

dT T RT=

Par intégration, I’équation devient comme suit:

_ ":'*H.:ads

RT + 4

InK qqs =

Le tracé de la variation de Lnkags en fonction de I’inverse de la température (1/T)
donne une droite avec une pente (Figure III.11 et 12), dont en déduit la valeur de

I’enthalpie standard d’adsorption ( AHads).
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Figure 111.12: Variation de la constante d’adsorption en fonction de la température
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Figure 111.13: Variation de la constante d’adsorption en fonction de la température,
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Les tableaux (II111.12) regroupent les parameétres thermodynamiques obtenues, en

utilisant 1’isotherme d’adsorption de Langmuir.
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Tableau 111.11 : Paramétres thermodynamiques relatifs a I'adsorption de EBMC sur
la surface de I’acier AIP 5L GR-B dans la solution de 1M HCI, temps d’immersion

7h
Température (°C) AG® AH° AS°
(kJ mol-" (kJ mol ™) (J mol-1 K"
25°C -19.665 -74.79 -185
35°C -19.820 -178.4
45°C -20.789 -169
55°C -20.727 -164
Tableau 111.12: Parametres thermodynamiques relatifs a 1'adsorption de EBMC sur
la surface de I’acier AIP 5L GR-B dans la solution de 1M HCI, temps d’immersion
5h
Température (°C) AG® (kJ mol™) AH°(kJ mol ™) AS°(J mol-1 K1)
25 -22.00 -56.21 -114.79
35 -19.82 -118.14
45 -20.78 -111.38
55 -18.052 -108.19
Les résultats des tableaux ci-dessous montre que :
I’énergie libre d’adsorptionAG’ass négative indique que le  processus

d'adsorption est spontané, les valeurs de (AG'ass ) proche -20 kj/mol ceci |,
correspondant aux interactions ¢€lectrostatiques entre les molécules chargées et les

charges du métal (physisorption),

L’enthalpie standard d’adsorption (AH°as) est négative (AH®ds<0) un
processus exothermique peut impliquer 1’adsorption physique et/ou la chimisorption
[8]. Dans notre cas, les valeurs de (AH®as)sont négatives, indiquant que ces

inhibiteurs sont physisorbés et /ou chimisorbés sur la surface métallique[ 9-10].

L’entropie standard (AS°) en présence de ’"EBMC est négative montre que le
complexe activé dans 1’étape déterminante de la vitesse représente une association
plutdt qu’une dissociation, signifiant qu’il y a une diminution du désordre lors de la

transformation des réactifs en complexe activé [11].

=
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Conclusion genérale

Conclusion générale

Notre travail présenté dans ce mémoire se basée autour de deux études principales :
1- L’activité biologique

L’étude des propriétés antioxydants et antimicrobienne a concerné une plante
médicinale appartient a la famille des Myrtaceae, employée a I’Est Algérienne gras a

ses propriétés thérapeutiques.

Quantitativement, I’évaluation du contenu des flavonoides en choisissant la
méthoded’ AICIz qui nous méne a conclure que cette plante contient une quantité

acceptable de flavonoides dans les quatre phases étudiées.

Le potentiel antiradicalaire des phases de I’extrait méthanolique a été déterminé
par la méthode de DPPH et FRAP dont les résultats montrent que ces phases
posseédent une légere activité selon les valeurs obtenus de la concentration inhibitrice
et le pouvoir radicalaire, Au cours de cette étude nous avons réalisé également un test
antimicrobienne vis-a-vis deux bactéries les résultats microbiologiques ont montré
que les phases de M. communis ont une action moyenne sur les espéces bactériennes

testées.
2— Etude gravimétrique

L’étude du comportement de I’acier vis-a-vis au pouvoir inhibiteur par la méthode
gravimétrie avec deux temps d’immersion cing et sept heures. On a pu démontrer que
la phase butanolique posséde de bonnes propriétés inhibitrices pour le temps 5 h
d’immersion avec une efficacité inhibitrice égale 91 % une concentration 800 ppm a
25 0C. L’étude thermodynamique a montré que I'adsorption de cet inhibiteur est suivie
le modele d'isotherme d'adsorption de Langmuir. Les valeurs calculées de I’énergie

libre mettent en évidence la nature physique de I’adsorption.
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