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Abstract

In the present study on the barks and seeds of Acacia arabica (L.) DEL. The tota
phenolic and flavonoid contents of the hydroacetonic and hydrométhanolic extracts
was determined by Folin—Ciocalteu method and the antioxidant activity of the extracts
was assayed through some in vitro chemica and electrochemical models such as antioxidant
capacity by Ferric reducing assay of plasma, Phosphate Molybdates assay and radical
scavenging activity using (DPPH) method. For the electrochemical method, we used cyclic
voltammetry to evauate the antioxidant effects of our extracts on the O,” in DMF solution,
TBA PR, and we investigated their inhibition effects on the corrosion of mild steel XC52
in agueous hydrochloric acid solution by potentiodynamic polarization techniques and
electrochemical impedance spectroscopy (EIS). The results obtained show that the barks
extracts are richer in total phenolic contents than the seeds ones with values of 275.75mg/g
and 259.28mg/g for hydroacetonic and hydrométhanolic extracts respectively. Though
al the extracts exhibited reducing activity by FRAP and PM, the extracts of bark found
to be registered highest activity and more important to that of Gallic acid. Like reducing
power activity, the similar line of dose dependent trend has also been maintained in the DPPH
radical scavenging activity. This might be due to the presence of high molecular compounds
which are responsible of those effects. Results of cyclic voltammetry show a good antioxidant
activity for the hydromethanolic extract compared to the ascorbic acid. Finally the results
obtained by potentiodynamic polarization techniques and electrochemical impedance
spectroscopy show that the extracts of the plant could serve as an effective inhibitors for

the corrosion of mild steel in hydrochloric acid solution media.

Keywords. Acacia arabica, Total phenolics, Antioxidant activity, FRAP, PM, DPPH, cyclic

voltammetry, polarization, EIS, acid inhibition.



Résumé

Dans cette étude portée sur les cosses et grains de I’Acacia arabica, les teneurs
en phénols totaux et en flavonoides des extraits hydroacétoniques et hydrométhanoliques sont
déterminées par la méhode de Folin-Ciocalteu, et leur activité antioxydante a é&é évaluée
atravers des tests chimiques tels que les tests FRAP, PM et le test DPPH. Pour les méthodes
électrochimiques on a utilisé la voltametrie cyclique pour étudier I’activité antioxydante
de nos extraits vis-avis 1’0, dans une solution de DMF, TBA PR, et on a investigué leur
activité inhibitrice de la corrosion de I’acier XC52 dans un milieu d’acide chlorhydrique
par les méthodes de polarisation potentiodynamique et I’impédance électrochimique (EIS).
Les résultats obtenus montrent que les extraits des cosses de I’ Acacia arabica sont plus riches
en phénols totaux que ceux des graines, avec des valeurs de 275.75mg/g et 259.28mg/g pour
les extraits hydroacétoniques et hydrométhanoliques respectivement. Parmi les extraits
connus pour leurs activités réductrices élevées par les tests de FRAP et PM, les extraits
des cosses ont montré une activité plus importante par rapport a celle de I’acide gallique.
La méme chose pour le test de DPPH, la dépendance de I’activité antioxydante avec
les teneurs en phénols totaux, est peut étre due a la présence de molécules d’importantes
masses moléculaires et qui sont responsables de ces effets. Les résultats de la voltamétrie
cycligue montrent une bonne activité antioxydante pour [’extrait hydrométhanolique
des cosses plus importante a celle de I’acide ascorbique. Finalement, les résultats obtenus par
les méthodes de polarisation potentiodynamique et I’impédance électrochimique (EIS),
indiquent que les extraits des cosses peuvent servir comme des inhibiteurs actifs contre

la corrosion de I’acier XC52 dans un milieu d’acide chlorhydrique.

Mots clés. Acacia arabica, phénols totaux, activité antioxydante, FRAP, PM, DPPH,

voltammétrie cyclique, courbes de polarisation, EIS, inhibition.
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I ntroduction

Au travers des ages, I’lhnomme a pu compter sur la nature pour subvenir & 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’lhomme est tres ancienne et évolue avec I’histoire de I’humanité.

Bien qu’une grande partie du XXéme siecle ait été consacrée a la mise au point
de molécules de synthése, la recherche de nouveaux agents pharmacologiques actifs via
le screening de sources naturelles a résulté dans la découverte d’un grand nombre
de médicaments utiles qui commencent a jouer un rbéle majeur dans le traitement
de nombreuses mal adies humaines.

L’Algérie dispose d’une grande diversité floristique a laquelle s’ajoute une tradition
seculaire d’utilisation traditionnelle des plantes. La sélection de la plante Acacia arabica
s’est fondée sur son intérét pharmaceutique dans larégion de Tamanrasset, ou €elle est connue
pour ses remedes contre plusieurs maadies telles que: les saignements de la gencive,
les irritations de la gorge, I’eczéma, la conjonctivite,...etc. elle est aussi utilisée pour
ses propriétés antiseptiques et antifongiques.

Le but de cette éude consiste a renforcer la connaissance phytochimique des extraits
de la plante d’Acacia arabica a savoir : les phénols totaux et les flavonoides, et a mettre
en évidence leurs activités antioxydantes et inhibitrices de la corrosion, en vue de leur
utilisation ultérieure dans le domaine pharmaceutique ou industriel.

Ce travail sera donc répartit en deux parties : la premiére est consacrée a la recherche
bibliographique, elle est constituée de quatre chapitres: dont les connaissances de base
sur le stress oxydatif, ses complications pathologiques et les systémes de défenses
antioxydants, endogenes et exogenes seront abordés dans le premier chapitre. On apportera
dans le deuxiéme chapitre un abrégé de I’histoire de I’utilisation des plantes médicinales
au cours des siécles, et aussi une étude botanique sur I’Acacia arabica. Le troisiéme chapitre
élucidera la composition, la biosynthése, la classification des polyphénols ains que leurs
propriétés antioxydantes. Dans le quatrieme chapitre seront définit le phénomene
de la corrosion, les inhibiteurs et leur classement et quelques connaissances de bases
sur les méthodes électrochimiques utilisées dans ce travail.

La partie expérimentale est subdivisée en deux chapitres, le premier (5™ chapitre)

présentera les méthodes et |es techniques utilisées pour laréalisation de ce travail, a savoir :
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o Extraction et quantification des composés phénoliques des cosses et graines de
I’Acacia arabica par macération douce dans deux systemes de solvants.

» Evaluation de [I’activité antioxydante de ces extraits par différentes méthodes
chimiques et électrochimiques (tests de : FRAP, PM, DPPH, voltamétrie cyclique).

» Evaluation de I’activité inhibitrice de la corrosion de I’acier XC52 dans un milieu
acide par deux méthodes éectrochimiques: I’extrapolation des droites de Tafel
et I’impédance électrochimiques.

En fin le sixiéme chapitre discutera | es résultats obtenus dans cette éude.
Nous rapportons aussi une éude comparative sur la propriété antioxydante
des différents extraits obtenus afin de choisir les composeés | es plus efficaces.
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Partiel. Chapitre . Le Stress oxydatif et I’ Activité antioxydante

|-1-L e Stress Oxydatif :

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi
par un nouveau concept, celui du « stress oxydant », c'est-a-dire d'une situation ou la cellule
ne contrble plus la présence excessive de radicaux oxygénés toxiques, situation que
les chercheurs impliquent dans la plupart des maadies humaines. Qu'en est-il exactement ?
Est-ce une mode ou une réalité, et dans ce cas, pouvons-nous trouver de nouvelles armes

meédi camenteuses pour |utter contre ce phénomene ?

|-1-1-Définition desradicaux libres:

Les radicaux libres sont des especes chimiques, atomiques ou moléculaires, contenant
un ou plusieurs éectron(s) libre(s) non apparié(s) sur leurs couches externes [1]. Cet état leur
confere une instabilité énergétique et cinétique. Ils apparaissent soit au cours de la rupture
symétrique d’une liaison covalente (fission homolytique) pendant laguelle chaque atome
conserve son électron, soit au cours d’une réaction redox avec perte ou gain d’un électron a partir
d’un compose non radical [2].

Du fait de leur caractére tres électrophile, les especes radicalaires vont tenter de rapparier
leurs électrons célibataires en agressant toute molécule susceptible de se faire arracher
un éectron [1]. L’espéce agressée devient a son tour radicalaire initiant de cette facon
un processus de réaction en chaine [2] qui se caractérise par trois étapes ; (i) initiation, (ii)

propagation et (iii) terminaison provoquant enfin une perturbation de la cellule vivante.
[-1-2-Définition des espéces oxygénéesréactives:

L’appellation espéces oxygénées réactives (EOR) inclut les radicaux libres
de I’oxygéne (radical superoxyde, radical hydroxyle, monoxyde d’azote, etc....) mais aussi
certains dérivés réactifs non radicalaires dont la toxicité est plus importante tels que le peroxyde

d’hydrogéne et le peroxynitrite [3, 4]. (Tableau I-1).
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Nom Symbole
Espéces Radicalaires
Anion superoxyde 0"
Radical hydroxyle OH"®
Monoxyde d’azote NO*®
Especes non radicalaires
Peroxyde d’hydrogéne H20,
Acide hypochlorique HOCI
Oxygeéne singul et 'o,
Peroxynitrite ONOO

Tableau |-1. Les principal es especes oxygénées réactives générées dans les systemes
biologiques (D aprés Bartosz, 2003) [ 3]

L’instabilité des EOR rend difficile leur mise en évidence au niveau des différents

milieux biologiques. Leurs constantes de vitesse réactionnelle varient selon leurs natures,
elles sont trés éevées et peuvent aler de 10° & 10" moll's™. La durée de vie des EOR
est extrémement tres courte de lanano alamilli seconde [1].
En effet, la toxicitét des EOR n’est pas nécessairement corrélée avec leur réactivité,
dans plusieurs cas des espéces peu réactives peuvent étre a I’origine d’une grande toxicité
en raison de leur demie vie longue qui leur permet de se diffuser et gagner des locations
sensitives ou elles peuvent interagir et causer des dommages a longue distance de leurs sites
de production [5].

|-1-3-Nature et sour ces cellulaires des EOR

Les EOR se forment de fagon parasitaire dans toutes les réactions biochimiques
comportant le transfert d’électrons ou la participation de I’oxygene. Divers types cellulaires
et tissus donnent naissance aux EOR par des réactions enzymatiques ou par auto-oxydation
au cours de leur métabolisme normale et parfois en réponse a un stimuli spécifique.
Les différents processus de formation des radicaux libres sont schématisés dansla figure I-1.
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H,O

2 FPoie normale
4H+ 4 e

0,

0,° (anion superoxyde)
2H++ e .
+ NO
10, (singulef)

Gain d'énergie

H,O, (peroxyde dhydrogéne) ONOO-
(peroxymitrite)
ﬁ enfon
OH" (radical hydroxyle)

Figurel-1. Formation des Espéces Oxygenées Réactives (EOR)

[-1-4-Définition du stress oxydatif :

Le stress oxydatif réfere a une perturbation dans la balance métabolique cellulaire durant
Laquelle, la génération d’oxydants accable le systeme de défenses antioxydantes, que ce soit
par une augmentation de la production d’oxydants et/ou par une diminution des défenses

antioxydantes [6].

[-1-5-Implications pathologiques du stress oxydatif :

Le dysfonctionnement des systéemes de régulation de I’oxygene et de ses métabolites
est a I’origine de phénoménes du stress oxydant dont I’importance dans de nombreuses
pathologies comme facteur déclenchant ou associé a des complications lors de leur évolution
est maintenant largement demontré [7]. En fait, de nombreuses éudes, tant épidémiologiques que
cliniques, indiquent que le stress oxydant est potentidlement  impliqué
dans le développement de plus d’une centaine de pathologies humaines différentes [8] alant de
I’athérosclérose au cancer tout en passant par les maladies inflammatoires, cardiovasculaires,
neurodégenératives et |e diabete (Tableau 1-2). Le rdle du stress oxydant a été également évoque
méme dans des processus physiologiques tel que le vieillissement [1, 6, 9, 10].

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec I’age
car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production
mitochondriale de radicaux avec une diminution de I’efficacité des systéemes de réparations

et de dégradations des constituants oxydés [11].
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Pathologie Références
L ésions de reperfusion post-ischémique (Zweier et Talukder, 2006) [12]
Maladies auto-immunes (Halliwel et guetteridge, 1999) [13]
Arthrite rhumatoide (Ahsan et al., 2003) [14]
Maladies inflammatoires (Densiov et Afanas’ev, 2005) [15]
Athérosclérose (Harrison et a, 2003) [16]
Maladies d’Alzheimer, de parkinson (Sorg, 2004) [6]
Emphyséme (Lechuer-Michel et al,. 2001) [1]
Diabéte sucré (Pal Yu, 1994) [17]
Certains cancers (Vako et al., 2007) [10]
Anémie drépanocytaire (Martinez-Cayuela, 1995) [9]

Tableau |-2. Les principales affections liées au stress oxydatif.

|-2-L’activité antioxydante :

Pour échapper aux conséquences du stress oxydant, il est nécessaire de rétablir I’équilibre
oxydant / antioxydant afin de préserver les performances physiologiques de I’organisme.
Les antioxydants font actuellement I’objet de nombreuses études car, en plus d’un intérét certain
dans la conservation des denrées comestibles, ils pourraient s’avérer utiles dans la prophylaxie

et le traitement des maladies dans lesquel s | e stress oxydant est incriminé.

[-2-1-Définition d’un antioxydant :

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ains retarder
ou empécher I’oxydation de ces substrats [18]. Les cellules utilisent de nombreuses stratégies
antioxydantes et consomment beaucoup d’énergie pour contrbler leurs niveaux d’especes

réactives de I’oxygene (Figure I-2)
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10, (singulet)
0, $0D, vit ¢ :

K / RO

0" (anion superoxyde)

Catalas Frrritine, transzferrine,
& -. & / \E, C{% agents chélateurs

H,0, (peroxyde dhydrogéne) OH" (radical hydroxyle)

A., MPO

HOCI acide hypochloreux) Aecide urigue, Vit C, GSH
ROOH chypoperoxydes)
Vit C, flavonoides, GSH

—— Conduit alaformation -GPx, ubiguinone
+> Empéchela for mation ou inhibe

Figurel-2. Régulation de la production d’espéces réactives de 1’oxygéne par les systémes
de défenses antioxydants [8].

[-2-2-M écanisme d’action d’un antioxydant:

D’une maniere générale, un antioxydant peut empécher I’oxydation d’un autre substrat
en s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure
de donneur d’atome d’hydrogéne ou d’électrons souvent aromatiques cas de dérivés
du phénol. En plus leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait
de la délocalisation par résonance et par manque de positions appropriées pour étre attaqué par
I’oxygéne moléculaire.

Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent [I’initiation
en complexant les catalyseurs, en réagissant avec I’oxygene, ou des agents de terminaison
capables de dévier ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis non
radicalaires. D’autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation,
en réagissant rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-ci ne puisse réagir
avec un nouvel acide gras. Tandis que d’autres antioxydants absorbent I’énergie excédentaire

de I’oxygene singulet pour la transformer en chaleur [19].
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[-2-3-Differents types d’antioxydants:
Les antioxydants peuvent étre classés de deux fagons :

|-2-3-1- Selon leur action :

Antioxydantsdetypel :

Il s’agit de substances capables d’interrompre la chaine radicalaire en cédant

un radical d’hydrogéne (H®*) aun radical libre lipidique présent.

ROO* + AH ———» ROOH + A (1)
RO + AH ——» ROH + A° )
R* + AH —» RH + A° 3)

AH : antioxydant et A°® : radical de I’antioxydant.
Les radicaux A°® qui se forment sont relativement stables et ne possédent pas d’énergie
suffisante pour arracher un hydrogéne aux lipides. lls subissent une réaction d’arrét aboutissant

alaformation des produits non radicalaires [20].
Antioxydantsdetypell :

Les antioxydants de cette catégorie sont les composés qui agissent en empéchant
ou en diminuant la formation des radicaux libres. Les plus utilisés sont des agents complexant les
ions métalliques réduisant I’effet prooxydant des ions, c’est le cas de I’acide phosphorique,
citrique et les ascorbates. Ils agissent en stabilisant la forme bivalente du metal dont I’action

catalysante est plus faible que celle de laforme trivalente.
Antioxydantsdetypelll :

Ils regroupent les facteurs de I’environnement qui ont une action antioxydante,
en agissant sur le potentiedd redox du milieu, la température, la pression en oxygene,

lalumiére.

10
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|-2-3-2-Selon leur source:

Selon leur source, on peut distinguer deux types d’antioxydants :

A-L es antioxydants endogenes :
Enzymes:
Super oxyde dismutase (SOD)

La superoxyde dismutase est une métaloprotéine qui catalyse la dismutation
du superoxyde en oxygene et peroxyde d'hydrogéne. Pour cette raison, cette enzyme représente
une partie importante du systeme de défense contre les radicaux libres. Elle est présente dans
presque tous les organismes aérobies. Une des rarissimes exceptions est Lactobacillus plantarum
et les Lactobacillus apparentés, qui n'en possedent pas et utilisent un mécanisme de défense
différent [21].

L es catalases (CAT)

La catalase est une enzyme catal ysant la dismutation de I'eau oxygénée (peroxyde
d'hydrogene) :
2H>05 - O+ 2H,0

Elle est formée de quatre chaines polypeptidiques d’environ 500 acides aminés,
comportant chacune un heme. Ces hemes et leur environnement protéique sont les sites actifs
de cette enzyme. Pour catalyser la réaction, I’atome de fer d’heme de la catalase réalise
une coupure hétérolytique de la liaison O-O du peroxyde dhydrogéne, créant de ce fait
une molécule d’eau et un groupement O=Fe") hautement oxydant ; ce dernier peut ensuite
oxyder une autre molécule de peroxyde dhydrogene pour donner du dioxygene [22].

Ce processus est illustré plus spécifiquement par les équations suivantes :
H,0,+ Fe''N-E . H,0 +O=Fe!V)-E*® (1) [+2€]

H,0,+ O=Fe'V)-E* _. O, + Fe'V-E +H,0 (2) ) [-2€]

11
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L a glutathion peroxydase (GPX)

La glutathion peroxydase est une enzyme formée de quatre sous-unités contenant chacune
un atome de sélénium incorporé dans une molécule de sélénocysténe (dans laquelle I'oxygene
du groupement hydroxyle de la sérine est remplacé par le sélénium). La glutathion peroxydase
est présente dans les liquides extracellulaires et dans les cellules au niveau du cytosol
et des mitochondries. Elle assure la transformation des hydroperoxydes organiques, lipidiques
notamment, de type ROOH en ROH [23].

Cette enzyme lutte contre les radicaux libres qui, s’ils sont en trop grand nombre, vont attaquer
et détruire I'ADN.

L "heme oxygénase

L'héme oxygénase dégrade I'heme (prooxydant) en bilirubine qui est un antioxydant
capable de prévenir I'oxydation des LDL. Il existe I'neme oxygénase constitutive et inductible.
Cette derniére est induite par le stress oxydant et les LDLox, et posséde un effet antiathérogene

chez lasouris [24].
a-2-Molécules:

L e glutathion

HS

0
H
HOOC\/\)L N._COOH

NH, 0
Schéma | -1. Structure du glutathion (GSH).

=

Au coeur des défenses antioxydantes, le glutathion est le thiol le plus abondant dans
les organismes et |es systemes vivants.
GSH + HO® - GS*® +H,0
2GS® - GSSG

12
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L’acide urique
L’acide urique (Schéma 1-2) est un piégeur de 'O, des radicaux peroxyles
et hydroxyles (RO,* et HO®), de I’ozone et de HCIO. La réaction de I’acide urique

avec ces EOR géneére des radicaux moins réactifs que HO®.

OH
o
HO
ﬂ N/)\OH

Schéma |-2. Structure de I’acide urique.

B- les antioxydants exogenes :

Ce sont ceux gue nous consommons tous les jours dans notre régime alimentaire,
notamment ceux contenus dans les fruits et |égumes.
La vitamine E (ou a-tocophérol) :

La vitamine E est le nhom commun utilisé pour toutes les molécules possédant
des activités biologiques identiques a celle de la famille des tocophérols. Elle abesoin d’interagir

avec d’autres composés pour agir correctement. Elle se trouve dans tous nos tissus

Schéma | -3. Structure de la vitamine E (ou o-tocophérol) (T-OH).

L’a-tocophérol est le principal antioxydant contenu dans les LDL. Chague particule
de LDL contient en moyenne de 6 a12 molécules de vitamine E [25]. La vitamine E (Schéma |-3)
interrompt la chaine de propagation radicalare dans les membranes en limitant
la peroxydation des acides gras polyinsaturés[26]. En effet, la cinétiqgue de cette étape
de propagation étant lente [27], la vitamine E peut |'arréter, en réparant le radical peroxyl
(AGPIOQO®) par laformation d'hydroperoxyde (AGPI-OOH) (Schéma |-4).

13
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i
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A(PI‘:':'I = - -..-"'-L"'\-..";-ﬂ ""'-\.j::-h'"\-\.p ‘Jﬂ::h'\\'-\. e ,_',.".-":
HO |+ ToH
AGP -\""-\-\_\_,-"-’HH__-"J"'\-\.__gZ-ﬁ "'\-._\_\:_-_ﬁ:"‘"-. .-"‘:b\.:b___--'\-\. -
+
TCx

Schéma 1-4. Formation d'hydroperoxyde (AGPI-OOH).

Dans cette réaction de piégeage, la vitamine E devient a son tour radicalaire
et lavitamine C larégénére.

La vitamine E est la molécule antioxydante liposoluble la plus abondante de notre
organisme. Elle est présente dans les membranes cellulaires et circule dans le sang, liée
aux lipoprotéines. Elle est chargée de neutraliser les radicaux libres en exces, et agit de deux
facons différentes, soit en piégeant directement les EOR, soit en régulant & la hausse
les enzymes antioxydantes, telles que la SOD, la glutathion peroxydase, la catalase du foie,
la glutathion-transférase et laNAD(P)H réductase [28].

La vitamine E n'est pas biosynthétisee. Elle est présente dans les huiles végétales,
principalement dans I'huile de germe de blé, de tournesol, de soja, d'arachide ou dolive.
On la trouve aussi en moindre quantité dans les céréales, les amandes, les |égumes verts,

le beurre, lamargarine, les poissons gras.

La vitamine C (ou acide ascorhbique)

HO
Ho\/"\?gjfo
HO  OH

Schéma | -5. Structure de la vitamine C (ou I’acide ascorbique).

La vitamine C agit principalement en piégeant directement les ROS (majoritairement
I'O,* et le ONOQ)).

Elle est aussi capable de recycler lI'a-tocophérol de fagon a agir en synergie avec

ce dernier dans la prévention de la peroxydation lipidique :
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T-OH + AGPI-O0°* - T-O®* + AGPI-OOH
Asc-H + T-O® — T-OH + Asc®

La vitamine C est l'un des principaux antioxydants hydrosolubles présent
dans les fluides intra- et extra-cellulaires (compartiments hydrophiles) [28]. Ses activités
biologiques viennent de son puissant potentiel réducteur (E° = - 0,29 V). Cependant, un effet
prooxydant a été constaté en présence de Fel'"".

Alors que la plupart des mammiferes sont capables de la synthétiser, la mgorité
des primates (dont I'ére humain), le cochon dinde et certains oiseaux Ou poiISSONS
en sont incapables. Ceci est le résultat d'une mutation génétique, survenue il y a 40 millions
d'années, bloguant la transformation du glucose en acide ascorbique. Les animaux dépourvus

de cette capacité de synthése de la vitamine C doivent donc la puiser dans leur alimentation.
Larelation entre ces vitamines

Par interaction avec un radica lipidique R®, la vitamine E (T-OH) se transforme
en un radica tocophéryle (T-O°). Ce dernier est régénéré en T-OH sous I’action
de la vitamine C (Asc) qui, a son tour, prend une forme radicalaire (Asc®). Le glutathion réduit
(GSH) permet de régénérer la vitamine C en se transformant en un radical thyile (GS®) qui,

par réaction avec lui-méme, donne du glutathion oxydé (GSSG) (schémal l-6).

L]
R e - Psct —, - GSH

/ l
FH - k"!— T—G‘ e -’ ElS.- — EISSG

Schéma | -6. Relation entre les vitamines E et C.

Caroténoides

Les caroténoides sont une grande famille qui regroupe plus de 600 molécules.
Le plusimportant et le plus connu des caroténoides est |e B-carotene (schéma I-7). Il alongtemps
été étudié pour son activité de provitamine A. Cependant, tous les caroténoides ne peuvent pas
étre convertit en vitamine A. lls intéressent de plus en plus les chercheurs pour leur pouvoir
antioxydant que n’a pas la vitamine A. Leur fonction dans I’organisme est propre a eux,

elle est indépendante de cette conversion.

15



Partiel. Chapitre . Le Stress oxydatif et I’ Activité antioxydante

Schéma |-7. Structure du 3-caroténe.

Les caroténoides peuvent agir en tant qu’antioxydants selon plusieurs mécanismes:
- lIs sont capables de bloguer les chaines de réactions radicalaires, selon les équations suivantes :
BC°*+O, __ , BCOO*
BC + ROO* ———  Produits inactifs

BC : B-caroténe

- 1ls empéchent I’initiation des réactions radicalaires en neutralisant 1’oxygene singulet.
Néanmoins, tous les caroténoides n’ont pas la méme efficacité pour inactiver I’oxygene singulet.
Par ordre décroissant d’efficacité on classe : le lycopene puis le B-caroténe et enfin lalutéine.

Comme la vitamine E, les caroténoides sont des molécules lipophiles. Ils sont localisés dans

la membrane plasmique et participent donc a la protection et au maintien de I’intégrité cellulaire.

Les Oligo-éléments

Ces oligo-ééments interviennent comme co-facteurs d’enzymes indispensables
dans la lutte contre les radicaux libres. Parmi ces oligo-éléments, le zinc, le sdénium
et e manganése ont une action définie. Les possibles actions antioxydantes du zinc sont :

- Protection contre la diminution de concentration de la vitamine E.

- Stabilisation de la structure membranaire.

- Limitation de la production endogene de radicaux libres.

- Participation a la structure et a la fonction de I’enzyme extracellulaire a activité

antioxydante : |e superoxyde dismutase.
- Participation au maintien de la concentration tissulaire en métallothionine, molécule

potentiellement capable de piéger les radicaux libres.

Le sélénium est connu pour ses propriétés antioxydantes. Il entre dans la constitution
de la glutathion peroxydase (GPx). Cette enzyme sdleno-dépendante participe au recyclage
du glutathion et réduit la peroxydation lipidique en catalysant la réduction des peroxydes

dont le peroxyde d’hydrogéne. D’autres rdles sont attribués a cette enzyme
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elle interviendrait dans la transduction des signaux cellulaires, la régulation de I’expression
de génes (par son action au niveau des facteurs de transcription), I’induction de Béta caroténe
et jouerait donc un réle clélors du cycle cellulaire.

L e manganese appartient au superoxyde dismutase (SOD) mitochondriale. Cette enzyme
fait partie du systéme de défense antioxydant endogene de I’organisme. Elle permet
la conversion de I’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene.

Les minéraux
Nous citerons tout particulierement, le magnésium. Il se trouve dans le chocolat,
les produits céréaliers, les légumes et les fruits secs. Son déficit favorise la peroxydation

lipidique.

[-2-4-Sour ces natur elles des antioxydants exogenes:

Les sources naturelles d’antioxydants sont les aliments végétaux comme les légumes
(surtout choux divers, oignon, tomate, concombre), les baies, les fruits (melon, etc.),
les céréales (riz complet, blé complet, graines de lin), le soja, le thé, le café et des plantes
aromatiques. romarin, thym, sauge, origan, marjolaine, muscade, basilic, estragon. Les sources
alimentaires des antioxydants précités sont indiguées dans le tableau |-3.

antioxydants Sources alimentaires
o goyave, cassis, kiwi, citron, fraise, orange, persil, poivron,
vitamine C brocoli, choux, cresson, épinard,
noisette fraiche, noix fraiche, kiwi, myrtille, avocat, huile
vitamine E de tournesol, de soja, de mais, germe de blé, épinard, persil,
salsifis,
lycopéne tomate cuite et ses dérivés, pamplemousse rose, pasteque,
goyave, papaye,
béta-caroténe mangue, abricots, melon, carotte, persil, oseille, fenouil, tomate,
. agrumes, pomme, kiwi, fruits rouges, oignon, oseille, fenouil,
polyphénols
tomate,
sélénium produits de lamer, foie, germe de blé,
zinc fruits de mer, foie, cérédes, lait
cuivre foie, produits de lamer, noix, patates.

Tableau |-3. Les sources alimentaires des principaux antioxydants.
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I-2-5-Les méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante :

Il existe une grande diversité de méthodes physico-chimiques pour évaluer I’activité
antioxydante des extraits naturels. Plusieurs méthodes s’intéressent a I’analyse des étapes
distinctes du processus d’oxydation comme par exemple la mesure: a) affaiblissement
du substrat, et/ou la consommation de I’oxygene au cours de I’oxydation; b) la formation

des produits d’oxydation ; c) la capacité a piéger les radicaux libres en différentes phases.
Méthode TEAC (Trolox Equivalent Antioxydant Capacity)

Cette méthode a été décrite pour la premiére fois par MILLER & RICE-EVANS (1993)
[29] puisaméliorée en 1999. En fait, elle consiste en la réduction du radical-cation coloré (acide
2,2’-azobis 3 éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) plus connu sous le non ABTS". On suit
le développement de sa concentration a 734 nm au cours de sa réaction avec les antioxydants.
La capacité antioxydante est mesurée comme la concentration (mM) de Trolox (un analogue
soluble de la vitamine E) produisant le méme effet que I’échantillon d’essai sur la réduction
d’ABTS' [30]. Lalittérature fournit TEAC de certains antioxydants (Vitamine C = 0.99 mM, (-

caroténe = 1.9 mM).

~
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Schéma |-8. Structure du radical-cation ABTS".

Test DPPH (1, 1-Diphenyl-2-pycrylhydrazyl)

La capacité antioxydante peut étre mesurée aussi en utilisant des radicaux libres plus
stables. Le Radical 1, 1-Diphenyl-2-pycrylhydrazyl (DPPH) est un radica libre plus stable
a I’état cristallin et en solution, de coloration violette. Par cette méthode, on considére
que I’activité antioxydante n’est autre que la capacité des antioxydants d’agir comme piégeurs
des radicaux libres. Ils agissent en transférant un atome d’hydrogene ce qui conduit
a la disparition du DPPH au cours de la réaction et & un changement de coloration

dans la solution initiale. L’avancement de la réaction est suivi par spectrophotométrie a 516nm.
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DPPH*+ AH —» DPPH-H + A°

Plus un composé a la facilité de céder son atome d’hydrogene, plus celui-ci est jugé
efficace  comme antioxydant. Le pourcentage du DPPH restant est proportionnel
a la concentration de I’antioxydant. La concentration du composé phénolique nécessaire pour
atteindre une disparition de 50% du DPPH a I’équilibre est connue comme la ICso. SANCHEZ -
MORENO et al. (1998) [31] ont propose un autre parametre pour mesurer |’efficacité
antiradicalaire (EA) ou le TCs est le temps nécessaire pour arriver a I’état d’équilibre
en utilisant la Cso. La méthode du DPPH a éé utiliste par de nombreux auteurs,
Test deCrocine:

Les Crocine sont des caroténoides localisés dans les stigmates du Crocus salivas (safran)
solubles dans I’eau. Le dosage de la Crocine est basé sur I’oxydation d’une solution de crocine
par entrainement de la perte de couleur par la présence d’un radica libre comme ABAP
(azodiisobutyramidine dichlorohydrate). Le suivi de la décoloration de la crocine se fait par

les de mesures de I’absorbance a 450nm [32].

Schéma | -9. Structure de la Crocine.
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M éthode par résonance paramagnétique éectronique (RPE)

La RPE est une autre technique qui spécifiquement détecte les radicaux libres impliqués
dans I’auto-oxydation. Elle permet d’étudier I’effet des antioxydants sur ces radicaux [33].
Cependant, la RPE ne permet pas de détecter les radicaux de courte vie mis en cause dans
le processus d’oxydation. D’autres techniques ont été utilisées afin d’améliorer la détection
de ces radicaux ; par exemple la radiolyse pulsée, la photolyse UV. La RPE est une technique
relativement nouvelle pour I’étude  des antioxydants et I’oxydation lipidique. Malgré
ses limitations, elle est considérée comme prometteuse par le fait qu’elle permet la mesure
des concentrations des radicaux libres formés durant le processus d’oxydation.

Détermination de I’indice de peroxyde (IP)

Cette méthode permet de mesurer les produits primaires d’oxydation
tels que les peroxydes formés lors de I’oxydation lipidiqgue en jouant un réle essentiel
dans I’auto-oxydation des lipides. L’inhibition de leur formation et/ou I’action des antioxydants
peut étre employée comme indicateur afin d’évaluer I’activité antioxydante. Il s’agit
d’une analyse volumétrique de I’iode libéré a partir de I’iodure de potassium par I’oxydation
avec des peroxydes atempérature ambiante et dans un milieu chloroforme/acide acétique.

ROOH +21"+2H"-->ROH + H,O + 1,
25,057 +12-->S,06 + 21

Déter mination des dienes conjugués

Méthode trés employée qui utilise des produits intermédiaires d’oxydation (dienes
conjugués). La quantification des diénes conjugues se réalise en calculant I’augmentation
de I’absorbance a 234-235 nm et les trienes conjugués a 268 nm par rapport a la masse
de I’échantillon dans le temps fixe. La mesure de la formation des diénes conjugués présente
I’avantage de permettre I’évaluation dans une étape initiale du processus d’oxydation.

Cependant, la méthode des dienes conjugués par spectroscopie UV fournissant
peu d’information concernant la nature des composeés impliqués. La sélectivité de cette technique
peut étre améliorée par la séparation des différents diénes conjugués en utilisant
la chromatographie a haute performance HPLC [33].
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Méthode de sr-TBA (Substances Réactives Thiobarbuturic Acid)

Méthode aussi communément utilisée pour évaluer I’activité antioxydante. Le test
s-TBA mesure la quantité de dialdéhyde malonique (MDA) qui se forme comme produit
d’un endoperoxyde des AGI au cours de I’oxydation lipidique. Le MDA réagit avec I’acide
thiobarbuturique pour donner des pigments de coloration rouge. La quantité de pigments peut
étre mesurée par spectroscopie a 532-535 nm. L’oxydation est inhibée par [I’action
des antioxydants et par conséquent on peut observer une diminution de I’absorbance. L’activité
antioxydante est déterminée par le pourcentage d’inhibition de la formation de MDA.
La décomposition des produits primaires de I’oxydation lipidique produit des mélanges
complexes comprenant des époxydes, des cétones, des hydrocarbures et des aldéhydes saturés
et insaturés tels que I’héxanal. C’est ainsi que plusieurs mesures de ces produits finaux ont été
utilisées dans le but d’évaluer la capacité antioxydante. Par exemple I’indice d’anisidine
a éé couramment employé pour mesurer la formation de 2-alcéne au cours de I’oxydation
des lipides. Les composés comportant dans leurs structures des groupements carbonyles
en incluant le pentanal, et I’octa-3,5-dien-2-one semblant étre les principaux responsables
du mauvais go(t associé a la rancidité dans plusieurs produits alimentaire [34]. L héxanal
est le produit final le plus abondant, et par conséquent le plus employé comme marqueur

de la propagation du processus d’oxydation lipidique.
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I1-1-Généralités sur les plantes médicinales

Pendant longtemps, les remedes naturels et surtout les plantes médicinales furent
le principal, voire I’'unique recours de la médecine de nos grands parents, cependant, malgré
le développement de I’industrie pharmaceutique qui a permis a la médecine moderne de traiter
un grand nombre de maadies qui éaent souvent mortelles, les plantes médicinaes
et les remédes qu’on pouvait en tirer ne furent jamais totalement abandonnés et les gens
ne cesserent jamais de faire appel ala médecine traditionnelle, ce qui a conduit a maintenir vivante

une tradition thérapeutique connue depuis nos ancétres.
I1-1-1-Plantes médicinales et Grandes Civilisations:
La M ésopotamie:

A cette époque on utilise environ 250 plantes médicinales. Le roi Hammourabi (environ
1700 avant JC) est un précurseur : il aurait encouragé la culture des plantes médicinales.
Il institue un code important (qui porte son nom) dont plusieurs articles sont consacrés

alaresponsabilité civile et pénale des médecins.

L’Egypte :

- Imhotep (environ 2700 avant J.C.), architecte, fut aussi un grand médecin ; sa réputation était telle
qu’il fut divinisé.

- Le papyrus Ebers est I'un des plus anciens traités médicaux qui nous soit parvenu : il aurait

été rédige entre 1500 et 1600 avant notre ere, pendant le regne d/Ameénophis ler. Dans ce papyrus,

la Scille est reconnue et d§ja utilisée pour ses effets diurétiques.
L’Inde :

Les plus anciennes données sur les connaissances et les pratiques médicales en Inde sont
fournies par les restes matériels de la civilisation dite "de I'lndus” (2500-1500 environ avant J.-C.).

Cest vers la fin de la période védique (Veda : vers 1500 avant JC) que la médecine indienne
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a commence a se constituer progressivement en un systeme cohérent auquel a été donné le nom

d'Ayurveda, le "Savoir (veda) sur lalongévité (ayur)".
LaChine:

2000 (ou 2800 suivant les ouvrages) av. JC, Chen-Nong rédigea le premier livre
de matiére médicale (365 médicaments décrits) Il fut divinisé comme Imhotep.

Entre tous les peuples de la Méditerranée et du Moyen-Orient les plantes et sans doute aussi
les « pratiques médicales » circulent. Par exemple les Phéniciens au 12éme av. JC vendent entre

autres ala Gréce : encens, myrrhe, poivre, gingembre, cannelle.
LaGrece:

Le dieu de la médecine est Asclépios (Esculape chez les latins), il est représenté
par un serpent (que I’on retrouve dans le caducée) (Pour mémoire la plante appelée dompte-venin
fait partie des Asclépiadacées). Hippocrate (460-377), « pére de la médecine », utilise 230 plantes,
il considére la maladie comme un phénomeéne naturel et non magique. Aristote dresse une liste
de 500 plantes, pour lui I’expérience est le fondement de toute science. Galien (2éme siécle apres
J.C.) est considéré comme le Pére de la pharmacie et, a ce titre, est I'auteur du serment de Galien

prononceé par les pharmaciens lors de |'obtention de leur dipléme.
L’empire arabo-islamique:

Apres la chute des empires romains et Perses, les musulmans hériterent
des connaissances accumulées dans I’extréme orient et dans la méditerranée, car comme pour
les grecs, I’extension de I’islam par les arabes dans un grand espace allant de I’inde a I’Europe,
et c’est durant cette période que beaucoup de livres ont été traduits du grec, du latin et du perse.
Parmi |es musulmans qui ont largement opéré ces traductions, qui sont en nombre de 230 manuscrits
il faut citer Abou Bakr Mohamed Ibn Zakaria El Razi (865-925) plus connu sous |e nom de Razes,
parmi ses écrits les plus important il y ale livre El Haoui (Les contenances) qui fut un récapitul atif
de toutes | es connai ssances depuis Hippocrate.

Aprés Razes, le plus céleébre des médecins musulmans est Avicenne de son vrai nom

Abu Ali Ibn Sina (980-1037), qui dés I’age de 17 ans s’adonna a la médecine, et il écrivit son célébre
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livre intitulé EI Kanoun fi Tib, traduit partout dans le monde et utilisé comme référence jusqu’a nos
jours.

Nous citerons parmi les derniers médecins arabes du 17°™ siécle Abdl Razak Ibn Haddouche
El Djazairi ( 1695-1785 ) a qui on doit un livre intitulé liste des plantes médicinales qui fut traduit

durant la période coloniale de I’arabe au frangais .
[1-1-2-Définition dela Phytothérapie :

D'un point de vue étymologique, |e terme « phyto » de phytothérapie provient du grec ancien
avec le terme plus précis de «phyton» et signifie «végétal ». La phytothérapie est donc
la «thérapie par le végétal ou par le monde végétal», c’est la connaissance et I'utilisation

des propriétés thérapeuti ques des plantes.
[1-1-3-Définition d’une plante médicinale :

Une plante médicinde est une plante utilisée pour ses propriétés thérapeutiques.
Cela signifie qu'au moins une de ses parties (feuille, tige, racine etc.) peut étre employée dans
le but de se soigner. Son efficacité reléve de ses composeés, trés nombreux et trés variés en fonction

des espéces, qui sont autant de principes actifs différents.
[1-1-4-Définition d’un principe actif :

Le ou les principes actifs d'une plante médicina e sont les composants naturellement présents
dans cette plante; ils lui conférent son activité thérapeutique. Ces composants sont souvent
en gquantité extrémement faible dans la plante : ils représentent quelques pour-cent a peine du poids
total de celle-ci, mais ce sont eux qui en sont I'élément essentiel. De nombreux médicaments
renferment des principes actifs extraits des plantes. La coumarine, que |'on retrouve dans le Mdlilot,

entre dans la composition de nombreux médicaments anti coagul ants.

[1-1-5- Chiffres de ’'OMS :

En Afrique, jusqu’a 80% de la population utilise la médecine traditionnelle pour répondre
a ses besoins de soins de santé [35]. Précisement, dans certains pays d’Afrique, les plantes
médicinales représentent la seule source de médicaments pour prés de 90% de la population [36].
De méme, dans de nombreux pays asiatiques |la médecine traditionnelle continue d’étre largement
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utilisée, méme si I’allopathie est facilement disponible. En Chine, I'utilisation des remédes
traditionnels représente 40% de tous les soins de santé. En méme temps, pour certains pays
de I’Amérique Latine, il a été rapporté que 71% de la population de Chili et 40% de la population
de Colombie ont utilisé la médecine traditionnelle.

La médecine traditionnelle est également tres populaire dans de nombreux pays développés
parce qu’elle est fermement intégrée a des systemes de croyance plus globaux [1].
Tous ces chiffres montrent que les gens se tournent, de nouveau, vers la médecine traditionnelle
et surtout vers les plantes médicinales.

[1-1-6-Principales substances cur atives des plantes meédicinales :

Les plantes synthétisent les ééments du sol et de I'atmosphére qu'elles absorbent
par les racines et par les feuilles : I'eau, l'acide carbonique et les matieres minérales
et inorganiques. Le processus de base est I'assimilation photosynthétique du gaz carbonique, appelé
simplement photosynthése. Les premiers produits de la photosynthese sont des substances a basse
mol écul arité appel és métabolites primaires : les saccharides (sucres), puis les acides gras, les acides
aminés. Ensuite sont produits les métabolites spécialises. Certains possédent des vertus
thérapeutiques.

Parmi les métabolites primares, les saccharides entrent dans la préparation
des comprimeés, servent de base aux mucilages. Certains acides aminés ne sont pas produits
par |'organisme humain auquel ils sont pourtant indispensables et doivent donc étre ingéres.
Les métabolites contenant de l'iode assurent le bon fonctionnement de la glande thyroide.
Les plus composés, comme l'insuline, forment la base des hormones ainsi que des antibiotiques.
Les plus importants sont |es protéines.

Parmi les métabolites spécialisés, les principaux sont: Les flavonoides, la ruting, qui
renforcent les parois des capillaires sanguins, les corps terpéniques (dérivés du terpéne, parmi
lesquels le menthol, le camphre, etc.). A noter que les corps terpéniques forment la base
des stéroides gu'on retrouve dans de nombreuses vitamines.

Les principes amers permettant la digestion des matieres grasses, les saponines
(sapo = savon) sont utilisées comme expectorants et diurétiques, les alcaoides a effets

thérapeutiques nombreux mais qui peuvent étre aussi des poisons mortels.
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On pourrait prolonger I'énumération : d'autres métabolites spécialisés agissent contre
les alergies, I'hypertension, les maladies infectieuses et forment méme la base de produits

anticonceptionnels.
[1-1-7-Culture et récolte des plantes médicinales :

Pendant des siecles, I'nomme s'est contenté de cuelillir les plantes a usage médicina a |'état

sauvage. Cette pratique n'est plus possible de nos jours pour deux raisons principales :

- Les Cueillettes répétées épuiseraient trés rapidement les espéeces sauvages.

- L'obligation d'obtenir des variétés bien définies pour des raisons d'efficacité et de sécurité, n'était
pas compatible avec la part que la nature laisse au hasard des croisements et des mutations.

Il est donc devenu nécessaire de pratiquer la culture de plantes médicinales. Cette culture doit
impérativement obéir a des regles rigoureuses :

- Choix précis de |'espéce botanique la plus riche en principes actifs.

- Choix strict de larégion de culture aux sols et climat les plus adaptés au développement optimum
de chague plante.

- Sélection au sein de cette région des terrains exempts de toute pollution.

- Nécessité d'une parfaite maitrise de la culture, afin de garantir I'absence de tout élément étranger;
ce qui sous-entend une formation des agriculteurs aux techniques de culture biologique des plantes
médicinales.

- Nécessité de contrdles dés |e stade de la culture.

Une fois la récolte effectuée, la conservation doit étre adaptée a chacune des plantes
médicinales, afin de préserver toute |'activité de la plante, en appliquant des normes bien définies.
Enfin, les plantes sont anal ysées selon des procédés modernes :

- Vérification de lateneur en principes actifs.
- Recherche de |'absence de pesticides.
Aingi, tout risque de falsification ou de contamination est écarté. Efficacité de sécurité

est garantie.
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[1-1-8-Intér éts des plantes médicinales :
Intérét medical :

La médecine traditionnelle permet la prise en charge sanitaire d’une grande majorité
des populations des pays en développement. En Afrique, jusqu’a 80 % de la population a recours
a la médecine traditionnelle (OMS, 2003). Elle est donc capitale pour la santé dans ces pays.
De nombreux médicaments utilisés en médecine moderne sont issus de connaissances
traditionnelles. De nos jours, on estime que pres de 25 % des médicaments modernes
sont préparés a base de plantes qui ont au départ été utilisées traditionnellement (OMS, 2003). Auss,

certaines pathologies comme I’hépatite semblent mieux traitées par la médecine traditionnelle.
Intérét scientifique:

D’importantes recherches scientifiques sont menées sur les plantes médicinaes
traditionnelles. Ces recherches sont incontournables dans la recherche de nouvelles molécules
médicamenteuses. Elles peuvent aors permettre aux pays africains de tenir le haut du pavé dans

ce domaine au regard de I’importante richesse du savoir médical traditionnel africain.
I ntérét économique:

Les plantes medicinadles sont auss un facteur économique maeur pour les pays
en développement : Au moins 35 000 especes végétales sont utilisées dans le monde a des fins
meédicales. Alors que les médicaments industriels les plus importants sont produits a partir de 90
especes environ, Le marché des plantes médicinales mobilise des ressources financieres colossales.
Le développement de ce marché peut constituer une source de devises pour les pays concernés tout
en limitant I’importation de médicaments.

[1-1-9-Avantages et inconvénients de la phytothérapie:

Comme toutes les formes de soins de santé aternatifs, la phytothérapie a des avantages

et des inconvénients, voici quelques-uns d’entre eux :
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Les Avantages:

- La phytothérapie est rentable et moins colteuse que les médicaments achetés dans
une pharmacie allopathique.

- Un autre mé&rite de la phytothérapie, c’est qu’il peut étre acheté sans ordonnance. Ils sont
disponibles dans n’importe quel magasin de la santé.

- Laphytothérapie et les remédes sont plus efficaces que la médecine allopathique pour certains
maux.

- La médecine chimique prescrite par un pharmacien pourrait avoir certains effets secondaires
négatifs. Cependant, la plupart des herbes médicinales et les remédes n’ont pas d’effets
secondaires négatifs. Le cas échéant, ils sont plus doux que la médecine allopathique.

- La phytothérapie peut étre utilisée efficacement pour le processus de détoxication du corps
naturel. Les herbes telles que la graine de Psyllium plantago, poudre de jus de rhubarbe, d’aloe
vera, de jus de luzerne, la chlorelle, concentré de carotte et I’ail peut étre utilisé pour nettoyer
le cblon, améliorer la digestion et I’absorption des aliments et de stimuler votre systeme
immunitaire. Quelques troubles digestifs comme la colite, I’indigestion, les ulceres gastro-
duodénaux et le syndrome du cdlon irritable peuvent étre guéris en utilisant les herbes.

- La phytothérapie, qui inclut des herbes telles que le gingembre, le poivron, I’ail et agripaume
aider a contrdler les maladies liées a la circulation du sang telles que I’hypertension artérielle,
les ulcéres variqueux et ains de suite. Beaucoup de plantes médicinales sont utilisées pour
traiter les maladies coronariennes et de réduire le niveau de cholestérol dans le sang.

- L’obésité est la cause de nombreux problemes de santé. La phytothérapie peut aider a réduire

I’exces de poids et de réguler I’appetit.

L esinconvénients:

- La Cure utilisant phytothérapie et compléments prendrait un certain temps. Vous devez
posséder une immense patience.

- La phytothérapie contient divers ingrédients et on doit étre sdr que le corps n’est pas
allergique de cesingrédients.

- La phytothérapie et la médecine pour certaines affections peuvent avoir des effets

secondaires négatifs. Ces effets secondaires ne peut étre révélé immédiatement, mais cela
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prendrait des mois voire des années. Dans les premieres éapes, s la phytothérapie
n’est pas convenable, il est sage de cesser de I’utiliser.

- Le gouvernement ne réglemente pas I’industrie des plantes médicinales, par conséquent,
il n’ya pas d’assurance qualité pour les produits a base des plantes.

- 1l ya trées peu de bons praticiens de la phytothérapie, et il serait sage de s’assurer

qu’on consulte un bon praticien avant de commencer sur cette méthode.
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|1-2-Etude Botanique del’Acacia arabica

Les légumineuses sont des plantes herbacées ou teigneuses, a feuilles isolées, stipulées
et généralement composées. Le fruit est une gousse ou légume, s’ouvrant par deux valves. Cette
famille est I’une des plus importantes du régne végétal avec 13000 espéces, est divisée du point

de vue systématique en trois sous-familles : Papilionacées, Césalpinniées et mimosees.

Acacia est un vaste genre de la sous-famille mimosée, et qui comprend plus de 1300 espéces
dont la plupart (plus de 900) se trouve en Austraie, plus de 200 en Amérique et environ 130
en Afrique. Acacia arabica appartient au sous-genre Acacia, qui englobe toutes les especes

africaines d’Acacia ayant des stipules épineuses droites.

[1-2-1-Systématique de la plante

Regne V égétal Ordre Rosales

Sous regne Eucaryotes Sous-ordre Rosinées
Embranchement Spermaphytes Famille Fabaceae
S/Embranchement  Angiospermes Sous famille Mimosoideae
Classe Dicotylédones Genre Acacia-Mil. [37]
Sous classe Diaypétaes Sous-genre Acacia arabica Wil.
Synonymes:

Acacia nilotica Willd — Acacia scor pioides W.Wight
Noms ver naculaires

Amoura, Sanat (Arabe). Taggart (Tamacheq). Bagaroua (Haoussa) Babla, gommier rouge, nebneb

(Frangais). Babul acacia (hom commercial), scented thorn, scented-pod acacia (Anglais). [38]
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[1-2-2-Origine et répartition géographique

Acacia Arabica est indigene dans les zones séches d’Afrique tropicale et d’Asie occidentale,
et plus a I’est jusqu’a I’Inde, le Myanmar et le Sri Lanka. En Afrique, on le trouve du Sénégal
a I’Egypte et vers le sud, de I’Afrique orientale jusqu’au Mozambique, se trouve au Sahara
méridional, plus rare au Sahara central (Hoggar, Tassili), a I’Afrique du Sud (au Natal) et aux fles
de I’océan Indien [38]. Il a &é diffusé dans tous les tropiques et s’est naturalisé dans de nombreuses
régions, par ex. au Cap Vert, la Jamaique, au Népal, en Indonésie, au Vietnam et en Austraie.

Il est largement cultivé dans e sous-continent indien. Figure I1-1.

B Larépatition

Figurell-1. Répartition géographique de I’ Acacia arabica.

[1-2-3-Description botanique

Arbre atronc unique, sempervirent a caducifolié atteignant 15m de haut ; systéme racinaire profond
et étendu; tronc droit, atteignant 100 cm de diametre; écorce rugueuse et fissurée
longitudinalement, de 1-1,5 cm d’épaisseur, grise a noir brunatre, jeunes tiges gris-brun et lisses;
cime aplatie ou arrondie ; rameaux munis de deux épines stipulaires de 1-5 cm de long, droites mais

généralement dirigées de facon caractéristique versle bas [39]. Figure 11-2.
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Figurell-2. L’arbre de I’Acacia arabica [40].

Feuilles aternes, composées bipennées, avec 2-14 paires de pennes ; pétiole de 0,5-2,5 cm
de long; rachis de 1-10 cm de long, avec des glandes a la base de chaque paire de pennes ou
de quelques paires apicales seulement ; folioles en 7-36 paires par penne, dliptiques ou étroitement
oblongues, de 1,5-7 mm x 0,5-2 mm, arrondies et obliques a la base, apex obtus, glabres
a pubescentes. Inflorescence : capitules globuleux, 1-6 aux aisselles des feuilles, avec une paire
de petites bractées dans la partie basse du pédoncule; capitule comptant environ 50 fleurs.
Figurell-3.

Figurell-3. Feuilles, pennes et fleurs de I’Acacia arabica [40].
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Fleurs bisexuées ou males, 4-6-meres, jaune vif ou jaune d’or, parfumées ; lobes du calice
de 1-2 mm de long, glabres ou pubescents ; lobes de la corolle de 2,5-3,5 mm de long, glabres
ou pubescents ; étamines nombreuses, libres, atteignant 6 mm de long, glanduleuses ; ovaire supére,

1-loculaire, style long et mince. Figure11-3.

Fruit : gousse oblongue a linéaire, aplatie, de 4-22 cm x 1-2 cm, droite ou courbe, bords
entiers ou profondément comprimés entre les graines, I’emplacement de chaque graine clairement
marqué par une nette protubérance sur les valves des gousses, marron foncé a grise, glabre
ou duveteuse, indéhiscente, contenant 6-17 graines. Graines a contour €lliptique a circulaire,
aplaties, de 6,5-9 mm x 5-8 mm, brun foncé a noir brunétre. Plantule a germination épigée;

cotylédons circulaires ovales, pétiolés. Figure |1-4.

Figurell-4. Gousses de I’ Acacia arabica [40].

|1-2-4-Croissance et développement

Acacia Arabica est une espéce pionniere. Un systéme racinaire profond et éendu
se forme dans les endroits secs, la racine pivotante se développant d’abord suivie par les racines
latérales, qui deviennent compactes et massives avec I’age. Dans les endroits inondés
en revanche, le systeme racinaire est largement latéral. Acacia arabica forme des nodosités
et fixe I’azote partout dans son aire de répartition naturelle. Il ne drageonne que trés rarement.
Acacia arabica fleurit relativement tét, vers I’age de 3-4 ans environ dans des conditions idéaes.

Lafloraison est prolifique et intervient sur les pousses de la saison en cours, principalement durant
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la saison des pluies. Si I’approvisionnement en eau est suffisant, il peut y avoir plusieurs floraisons

par an.

La feuillaisation de cet arbre se fait en Février, la floraison de Ma a Novembre et le fruit
apparait a partir de Juin. La fructification de I’Acacia arabica s’effectue de Novembre a Janvier.
[41]

[1-2-5-Propriétés dela plante

En Inde, la teneur en tanin de gousses entieres d’Acacia arabica varie entre 12-19%
et entre 18-27% apres élimination des graines [42, 43]. Au Soudan, des gousses égrenées peuvent
titrer jusqu’a 50% de tanins [44]. Les graines sont généralement éliminées en raison de leur teneur
élevee en composés sucrés. Les tanins des gousses tombées a terre s’hydrolysent dans
le sol en donnant des acides gallique et ellagique qui sont allélopathiques pour la couche d’herbe.
[43]

L’écorce de I’Acacia arabica constitue I’une des matiéres tannantes les plus importantes
du nord de I’Inde; sa teneur en tanin varie entre 7-20% du poids sec, avec un rapport
tanins / non tanins de 1,5 [45]. Les tanins, qui appartiennent au groupe des pro-anthocyanidines,
voient leur teneur augmenter dans I’écorce a mesure que I’arbre vieillit. L’écorce contient également
des matiéres colorantes du type des “phlobatanins”, qui donnent une couleur rouge foncée au cuir.
[46]

Le bois de cceur est rouge pale & marron rosé, fongant souvent au contact de I’air,
se distinguant trés nettement de I’aubier qui est d’un blanc jaunatre. Le bois est dur, résistant
et lourd, avec une densité de 650-830 kg/m® & un degré d’humidité de 15%, mais on a signalé une
densité de 1170 kg/m® pour du bois provenant d’Afrique du Sud [47]. A une teneur
en humidité de 15%. Le bois a une forte teneur en silice qui émousse rapidement les outils
de coupe mais il est trés résistant s’il est bien conditionné. Il fait un excellent combustible,
la valeur énergétique du bois de cceur sans humidité étant de 20710 kJkg.
I produit du charbon de bois de qualité supérieure avec une vaeur énergétique
de 27 950-28 600 kJ/kg [47, 49].

La vaeur nutritionnelle des feuilles (matiére seche) est approximativement la suivante:
protéines brutes 13,9%, fibres brutes 9,2%, extractif non azoté 69,8%, cendres 7-10%, Ca 2,6%,

Mg 0,4% et P 0,1% et leur appétibilité n’est pas mauvaise. Les gousses aussi sont utilisées comme
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fourrage et contiennent environ 11-16% de protéines brutes et 8-21% de fibres brutes, méme si elles
renferment également des tanins. Les graines ont des taux faibles d’inhibiteurs de protéinase,

latrypsine et la chymotrypsine [43].

La couleur de la gomme d’Acacia arabica, allant du brun jaunétre trés pdle au brun
rougeatre foncé, en fonction de la quantité de tanins présents dans I’échantillon. Ce sont les gommes
les plus claires, solubles dans I’eau et trés visgueuses, qui sont les plus prisées; les tanins présents
dans les gommes plus sombres réduisent leur solubilité. La gomme a une teneur en eau d’environ
13% et est Iégérement dextrogyre. Elle se compose de galactoarabanne qui donne par hydrolyse
L-arabinose, D-galactose, L-rhamnose, acide D-glucuronique et acide 4- O-méthyl-D-glucuronique
[50].

[1-2-6-Intérét dela plante:
I ntérét économique:

C’est un arbre qui permet la fourniture de certains produits comme : Bois de construction,
péte a papier, parfums, aussi il est utilisé pour I’ornementation [51]. Gréce a sa gomme qui a été
la premiére source gomme arabique commercialisée, I’Acacia arabica joue un réle trés important

dans la vie socio-économique des populations autochtones [52].

En Afrique, la production et le commerce de tanin, de bois d’ceuvre et d’autres produits issus
d’Acacia arabica sont importants au niveau local et national, mais peu de produits participent
au commerce international de quelque maniere que ce soit et on mangue de statistiques récentes
sur la consommation nationale et sur les exportations. En Inde, la production annuelle d’écorce
de cet arbre pour le tanin était estimée en 1994 a 22 000 tonnes, correspondant a une valeur
de 1,2 million US$ [53].

Bois:

Acacia arabica est vraiment un arbre a usages multiples, largement employé comme bois
d’ceuvre, charbon,...etc. Le bois de cceur marron fonce est presque deux fois aussi dur que le teck
et tres résistant aux chocs, il est largement utilisé en construction, pour les traverses de chemin

defer, les étais des mines, les manches d’outils et les charrettes [49].
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Tannage du cuir :

Les gousses mires sechées utilistes dans les tanneries locales au Soudan donnent
un cuir d’un blanc rosé de bonne qualité. Le tanin extrait des gousses est connu universellement

Sous son nom haoussa : “bagaruwa” [54].

En revanche, en Inde et au Pakistan, c’est son écorce, sous-produit issu des plantations
de bois d’ceuvre, qui est utilisée pour le tannage et la teinture du cuir. Le tanin produit un cuir lourd
qui est ferme, résistant et dur, mais combiné aux myrobalans (provenant d'especes de Terminalia),
il donne un excellent cuir. Le tanin de I’écorce est utilisé surtout au Bengale et au Bangladesh pour
teindre le coton et la laine en diverses nuances de brun, et en noir en le combinant avec

un mordancgage au sulfure de fer ou alaboue ferrugineuse [41, 45, 53].
Fourrage:

Tant les feuilles que les gousses font un excellent fourrage, riche en proténes.
Les fleurs, quant a elles, produisent un miel de bonne qualité. Les Haoussas utilisent les graines
grillées comme condiment alimentaire. En Tanzanie, I’écorce interne ainsi que I’épaisse pulpe
des fruits sont bouillies dans I’eau et consommées en infusion. Dans I’est de Java (Indonésie),
les graines germées sont consommées comme légume, et des graines bien grillées sont mélangées
au café[52, 55, 56].

Intéré Phar maceutique :

Les tanins contribuent a ses multiples usages médicinaux, la plante agissant comme
un puissant astringent. Une décoction du fruit est considérée comme un fébrifuge,
et les graines ont des activités antipaludéennes [57], antidiabétiques, anti-hypertensives
et antispasmodiques [58]. Les gousses ont des propriétés molluscicides et agicides,
et sont introduites dans les étangs au Soudan afin de tuer les escargots vecteurs
de la schistosomose sans mettre en danger les poissons. L’écorce, la gomme, les feuilles ainsi
que les gousses entrent dans la fabrication de nombreux médicaments traditionnels,

car elles possédent des propriétés anti-inflammatoires [59].
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[1-2-7-Quelquesrecettes de la thérapie traditionnelleindienne : [60- 62]

Bralures: Les gousses de la plante ajoutées a I’huile du moutarde et bouillies dans de I’eau jusqu’a

réduction, cette préparation est ensuite appliquée sur les zones affectées.
Maladies dela gencive: Les gousses sont méchées pour un soulagement immédiat.

Soins dentaires. Une décoction des gousses dans I’eau est utilisée comme un bain de bouche,

cela renforce les dents et élimine d’autres problémes dentaires.

Maladies de poumons: les gousses sont bouillies dans de I’eau jusqu’a réduction a moitié, cette

préparation est administrée au patient apres gjout du sucre.

Diarrhée: lejus extrait des feuilles de la plante est administré oralement.

Problemes des voies urinaires : Des quantités égales des gousses fraiches est graines sont moulues

jusqu’a obtention d’une pate fine. Une cuillére de cette pate est donnée avec de I’eau.
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Les polyphénols sont considérés comme des composés quasi universels des végétaux.
Structurellement, ils se répartissent en plusieurs classes alant de composes présentant
un simple noyau phénolique (ex.: acide gallique) a des composés polymeériques complexes
comme les tanins.

Les polyphénols constituent les principes actifs de nombreuses plantes médicinales.
On les trouve, d’une maniére générale, dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre
localisés dans divers organes. racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruit.

In vitro, les polyphénols présentent des activités antioxydantes, antiviraes, anti-
inflammatoires et anticancéreuses. Ces activités sont attribuées en partie a la capacité
de ces composés a réduire les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyle (HO)
et superoxyde (O2"") mais aussi aleur affinité pour une grande variété de protéines dont certains

enzymes et récepteurs.
[11-1-Présentation générale sur les polyphénols

Les polyphénols constituent une famille de molécules tres largement répandues dans
le regne vegétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits.
Les polyphénols sont des métabolites secondaires, ce qui signifie qu’ils n’exercent
pas de fonctions directes au niveau des activités fondamentales de I’organisme veégétal, comme
la croissance, ou la production [63, 64].

L’expression de « composes phénoliques » est utilisée pour toutes substances chimiques
possédant dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs groupements
hydroxyles et qui ne contiennent aucun atome d’azote et qui dérivent de la biogenese d’acide
chiguimique ou/et d’acétate [65]. Un nombre considérable de ces composés sont formés de deux
noyaux benzéniques A et B reliés par un hétérocycle de type pyrane. Ces composés nommes
flavonoides différent les uns des autres par la position des substitutions sur les noyaux A et B,
par la nature de I’élément central et par la position, la nature et le nombre de molécules de sucre
fixées ainsi que par la nature de laliaison hétérosidique.

Les polyphénols sont des produits de la condensation de molécules d’acétyl-coenzyme A
et de phénylalanine. Cette biosynthése a permis la formation d’une grande diversité

de molécules qui sont spécifiques d’une espéce de plante, d’un organe, d’un tissu particulaire.
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[11-1-1 Classification des polyphénols

Une classification de ces substances a été proposee par HARBORNE en 1980 (Tableau
[11-1) [66]. On peut distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant
d’une part, sur le nombre d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette
de base.
Les principales classes qui sont largement répandues :
» Lesacides phénoligues (acides hydroxybenzoiques, acides hydroxycinnamiques),
* Lesflavonoides.
e Lestaninset lignines
Plusrares, les coumarines, |es stilbenes ne seront pas décrit en détail ici.

40



Partiel. Chapitrelll. LesPolyphénols
Tableau I11-1. Principales classes de composés phénoliques [67].
Squelette carboné Classe Exemple Origine
Cs Phénols simples Catéchol Nombreuses especes
Acides . . .
Ce-C1 hydroxybenzoigue p- hydroxybenzoique Epices, fraise
Acides Acide caféique, Pomme de terre,
hydroxycinnamiques Acideférulique pomme, Citrus
Phénylpropéne Myristicin, Eugénol
Co-Cs Coumarines Scopolitine
Isocoumarines Myristicine, Eugénol
Chromones Eugénine
Ce-Cy Naphtoquinones Juglone, plumbagine Noix
Polyphénols
Ce-C1-Cs Xanthones Mangiferine
Stilbenes Resvératrol Vigne
Ce-Co-Cs
Anthraquinones Anthraquinones
Flavonoides, Quercétine, Fruits, |égumes,
Ce-C3-Cs , ) X L . .
isoflavonoides cyanidine, daidzéine fleurs, soja, pois
Lignanes Pinorésinol Pin
(Ce-Ca)2 _ _
Néolignanes Eusidérine
(Ce-C3-Ce)2 Biflavonoides Amentoflavone
I Bois, fruits anoyaux,
(Ce-Ca)n Lignines raisins, Kaki
(Ce-C3-Co)n Tanins condenses
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[11-1-1-1-Polyphénols monomériques
a- Acides phénoliques

Ces composés sont universellement rencontrés chez les plantes. Deux sous-groupes peuvent
étre distingués (schemallll-1) :
e Les acides hydroxybenzoiques, dont les plus répandus sont I’acide salicylique
et I’acide gallique,
* Les acides hydroxycinnamiques, dont les plus abondants sont I’acide caféique

et I’acide ferulique.

R, COOH Ri1=R>=H Acide p- hydroxybenzoique
\ R, =OH, R, =H Acide protocatéchique
R;=0OCH5; R, =H Acide vanillique
HO R, =R,=0OH Acide gallique
R1 R, =R,=0OCHj; Acide syringique
OH
COOH R=H Acide sallicylique
R = OH Acide gentisique
R
COOH R;=R,=R3=H Acide cinnamique
R;=R3=H,Ry,=OH Acide p- coumarique
N R;=R,=0OH,R3=H Acide caf éique
R;=0OCH3 R, =0OH,R3;=H Acideférulique
R;=R3=0OCH3, R, = OH Acide sinapique
R3 \ R
Ro

Schéma I 11-1. Exemples d’acides phénoliques.

Les acides hydroxycinnamiques peuvent exister sous deux formes diastéréoisomeres
(présence de la double liaison de la chaine latérale): cis (Z) et trans (E). Les formes trans
sont les plus abondantes, car thermodynamiquement plus stables.

42



Partiel. Chapitrelll. LesPolyphénols

Les acides hydroxycinnamiques sont naturellement présents associés avec diverses molécules
provenant de voies métaboliques différentes. On les trouve sous forme::

» d’esters avec des acides-alcools, dont le plus commun est I’acide quinique.
L’acide 5-caféoylquinique est I’acide chlorogénique, composé tres répandu dans
le regne végetal et I’alimentation;

» d’esters glycosidiques (sucres liés a la fonction acide);

» d’hétérosides (sucres liés a la fonction phénolique).

b- Lesflavonoides

Le terme flavonoides désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant
a la famille des polyphénols. Certains sont des pigments quasi-universels des végétaux.
Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes des molécules dont les plus importants sont
les flavones, les flavonols, les flavanols, les flavanones, les dihydroflavanals,
les isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les aurones et les anthocyanes. Ces divers
composés se rencontrent a la fois sous forme libre ou sous forme de glycosides. On les trouve,
d’une maniere tres générale, dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans
divers organe : racine, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits.

Plusieurs milliers des molécules ont été identifiées a ce jour. Ainsi nous en absorbons
chaque fois que nous consommons un aliment d’origine végétale. Ils ont une origine
biosynthétigue commune et par consequent, possedent tous un méme sguelette de base
a quinze atomes de carbones « 2-phényl-1-benzopyrane », constitué de deux unités

aromatiques, deux cycles en Cs (A et B), reliés par un cycle pyranique central (schémalll-2).

Schéma | 11-2. Structure de base des flavonoides
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Les composés de chaque sous-classe se distinguent par le nombre, la position
et la nature des substituants (groupements hydroxyles libres, méthylés ou glycosylés)
sur les deux cycles aromatiques A et B et le cycle central C.

La biosynthése des flavonoides se fait a partir d’un précurseur commun,

la 4,2’,4°,6’- tétrahydroxychalcone (schémalll1-3).
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OH (0] OH o
4,2, 4, 6- tétrahydroxychalcone 4,2, 4- trihydroxyaurone

chalconeisomé& ase

OH
>
g
HO 7 o R
a
2 flavone syntase
3
5
OH (@] OH (0]
flavanone: naringenine flavone: apigenine

(2S)-flavanone-3-hydroxylase

OH

flavonol svntase

OH 0] OH o
dihydroflavonol: (2R, 3R)- dihydrokaemphéral flavonol: kaemphéral

dihydr of lavonol-4-r éductase

OH OH
2, g 2
4 &4
HO (@) oW
A
2
OH
OH OH
flavan-3,4-diol: leucoanthocyanidine flavan-3-ol: afzélechol

3-O-glucalsyl-tranf érase

anthocyanidine pédargonidine anthocyane

Schéma | 11-3. Biosynthése des flavonoides [68].
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Flavones et flavonols

Comme nous I’avons signalé plus haut, tous les types des flavonoides dérivent
dela4,2’,4’,6’-tétrahydroxychalcone et par consequent, possedent généralement trois hydroxyles
phénoliques en C-5, C-7 et C-4’ (Schémal lll-3).

Dans plus de 90% des cas, le noyau A des flavones et flavonols est substitué par deux
hydroxyles phénoliques en C-5 et en C-7. D’autre substitutions sont possibles avec
des fréquences variables : les groupements hydroxyles peuvent étre libres ou meéthylés,
ou impliqués dans une liaison glycosidique.

Le noyau B est monosubstitué dans 80% des cas en position 4’, ou disubstitué
en positions 3’ et 4’, ou trisubstitué (moins fréqguemment) en positions 3’, 4’ et 5.
Ces substituants peuvent étre des groupes OH ou OMe. Les positions 2° et 6’
ne sont qu’exceptionnellement substituées.

Le noyau C peut étre substitué par un groupement OH, OMe ou O-Gly.

oH ©
R=F'=H: Apigénine R=F’"=H: Kaempférol

F=0H. K" = H: Quercétine
F=0OCH ;. R" =H: Isothamnétine
F=R’'= OH: Myricétine

RE=0H. k' = H: Lutéoline

Schéma | l1-4. Structures chimiques des flavones et des flavonols

Les flavonols se distinguent par la présence d’un groupement OH en position C-3
(Figure 111-4). Ces composes constituent le groupe le plus hydroxylé de la famille
des flavonoides. Ils peuvent exister soit sous forme d’aglycones, soit sous forme d’héterosides.
Les sucres les plus souvent impliqués sont des aldoses : D-glucose, D-galactose, L-rhammnose

et L-arabinose.
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Flavanones et flavanonols

Les flavanones et les flavanonols (dihydroflavonols) sont caractérisés par I’absence
de la double liaison C2-C3 et par la présence d’un carbone asymétrique en C2, voire en C3.
Les variations structurales sont de méme nature que celles décrites pour les flavones et flavonols.

Les flavanonols (encore appelés dihydroflavonols) se distinguent des flavanones par
I’hydroxylation de la position C-3. Cette classe de flavonoides semble un peu moins fréquente
que son homologue insaturé regroupant les flavones et flavonols. Sur la Schéma [11-5

sont représentés des exemples de mol écules appartenant a ce groupe de flavonoides.

OH o] OH
R =H : Naringenine R=0H,R' =H: Taxifoline
R =OH : Eriodictyal R =0OH, R' = OH : Ampéoptol

Schéma I11-5. Structures chimiques des flavanones et flavanonols

Flavan-3-als, flavan-3,4-diols

A la différence des flavanones et des flavanonols, ces deux groupes de molécules sont
toujours hydroxylés en position 3 et se caractérisent par I’absence du groupe carbonyle en C4
(Schémalll-6).

Les flavan-3-ols (appelés aussi les catéchines) possédent deux atomes asymeétriques
en C2 et C3. Chague composé peut alors exister sous forme de quatre stéréoisomeéres
optiqguement actifs : (+)-catéchine, (+)-épicatéchine, (-)-catéchine, (-)-épicatéchine.
Le premier et le quatriéme sont les formes les plus répandues.

Les flavan-3,4-diols se distinguent des catéchines par la présence du OH en position 4
(Schéma 111-6). lls possédent trois atomes de carbones asymétriques, et peuvent, théoriquement,
exister sous forme de huit stéréoisomeéres optiqguement actifs, mais ces entités n’ont pu étre
isolées a I’état individuel stable. Ces composés réactifs sont les précurseurs des procyanidines
oligomériques [69].
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OH OH
oH l o O © O

OH OH
OH OH OH
R =R'=H : Afzeléchine R =R'=H : Leucopéargonidine
R =OH, R' =H : Catéchine R =OH, R'=H : Leucocyanidine
R =R' = OH : Gallocatéchine R =R' = OH : Leucodelphénidine

Schéma 111-6. Structures chimiques des flavan-3-ols et flavan-3,4-diols

Anthocyanes

Ce sont des pigments rouges en milieu acide, virant au bleu en milieu alcalin ; ils sont tres
répandus dans les fleurs et les fruits.

Les anthocyanes sont des dérivés du cation 2-phényl-1-benzopyrylium (flavylium)

porteur de 3 cycles aromatiques conjugués d’ou I’absorption de lumiére visible [70].

R
OH R =R'=H : Pdargonidine
® ‘ R =0H, R =H: Cyanidine
OH °~ ~  R=OCHR =H : Péonidine
R =R'=0H : Ddphinidine
Z o R =R'=OCHj: Malvidine
OH R =0OH, R' = OCHj: Pétuniding

Schéma 111-7. Structures chimiques des anthocyanes

Dans la nature, ces pigments n’existent pas sous forme aglycone, mais sous forme
d’hétérosides. Les sucres sont liés au chromophore en position 3, mais aussi en position 5

et plus rarement en position 7 [70].
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Chalcones et aurones

Les chalcones sont différents des autres types des flavonoides cités ci-dessus. De par
I’ouverture du noyau pyranique central, elles sont constituées par deux unités aromatiques reliées
par une chaine tricarbonée, cétonique, a,B-insaturée (Schéma 111-8). Le noyau B est assez
fréguemment non substitué, aors que les substitutions sur le cycle A sont identiques
acelles des autres flavonoides.

Les aurones sont caractérisees par une structure de 2-benzylidéne coumaranone.

Pour ces deux types de molécules, la numérotation des positions est différente
des autres flavonoides décrits précédemment (schémallll-3).

Ces composés sont extrémement fréguents dans les fleurs sous forme de pigments

contribuant ala couleur jaune.

R =H: Butéine R =R'=H: Sulphoréine
R =0H : Okanine R=0H,R' =H: Aureusidine
R=H,R"'=0CH;: Leptosdine

Schéma 111-8. Structures chimiqgues des chal cones et aurones

[11-1-1-2-Polyphénols sous forme de polymeres

a- Tanins

lIs représentent un groupe hétérogene assez difficile a définir de fagon rigoureuse
et concise car il n’y a pas de structure chimique de base. Leurs structures chimiques sont

en effet variées et rassemblées en famille en fonction d’activités communes.

De sefait, toute classification chimique des tanins est forcément arbitraire. Cependant,
on se référe souvent a une distinction entre tanins hydrolysables et tanins condenses [ 71].

49



Partiel. Chapitrelll. LesPolyphénols

e Tanins hydrolysables : ils sont constitués par une molécule de sucre (le glucose le plus
souvent) estérifiée par I’acide gallique ou un de ses dérivés (acide ellagique, chébulique
ou vaonique). Ils sont facilement hydrolysables par voie chimique
ou enzymatique.

» Tanins condensés : ce sont des produits de la polymérisation de flavan-3-ols (catéchines)
et flavan-3,4-diols (leucoanthocyanidines). Ils sont aussi désignés aussi sous le nom

de « tanins catéchiques » et ne sont hydrolysables que dans des conditions fortement

acides.
Q OH o
HO_ ©OH O/CQOH o o o
Ho{\ 2 & OH OH HO OH
o N o HO OH @’
- - C
S i OH — o
HC"Q o C=0 OH OH oécxo_cr_blbc O
HO o
o OH
OH ©OH OH OH
Penta-O-galloyl-f-D-glucose Acertannin Hamamelitannin
Schéma 111-9. Structures chimiques de quelques tanins
b- Lignines

Ces composés de haut poids molécules contribuent a former, avec la cellulose
et les dérives hémicellulosiques, la paroi des cellules végétales. Ce sont des polymeres
tridimensionnels résultant de la condensation (copolymérisation) de trois alcools
phényl propéniques.

[11-2-Propriétés chimiques des polyphénols

Les propriétés chimiques des polyphénols sont essentiellement liées a celles
des noyaux Phénoliques [72], particulierement des substituants a effet mésomere attracteur
d’électrons (-M) et substituants a effet mésomére donneur (+M). La conjugaison
d’une des deux paires libres de I’atome O avec le cycle traduit I’effet (+M) du groupe OH.
Ce phénomeéne augmente la délocalisation éectronique et produit une charge négative partielle
sur les atomes C2, C4, C6.
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L effet (+M) peut étre représenté par quatre formes mésomeres.

10H /8) H 84 B
1
6 2 - -
- e S -
5 3
4 ©

Schéma 111-10. Formes mésomeres du phénol

De ces caracteres de base découlent les différentes propriétés physico-chimiques

suivantes :

[11-2-1-Nucléophilie

La nucléophilie des composés phénoliques est portée par I’atome d’oxygene
et les atomes de carbone en ortho et para du groupement OH (suite a I’effet (+M)). Cette
propriété est a I’origine des réactions de substituants électrophiles aromatique (alkylation,
acylation, etc.) régiosélectives des positions ortho et para. Les substituants de type 1,3-dihydroxy
(résorcinol) et 1,3,5-trihydroxy  (phloroglucinol)  permettent une  accumulation
de densité éectronique sur les sommets C2, C4 et C6 (tous ortho ou para des groupements OH),

accentuant ainsi le caractére nucléophile.

[11-2-2-Propriétésreéductrices

Le potentiel d’ionisation (PI) d’une molécule est I’énergie minimale qu’il faut
lui fournir pour lui arracher un éectron. Plus un composé aromatique est substitué
par des groupements donneurs d’électrons, plus son Pl est faible et plus son caractere réducteur
est grand. Il peut aors subir une oxydation mono-éectronique qui conduit
au radical correspondant. Dans le cas d’un phénol ArOH, le radical-cation formeé est un acide fort

qui se déprotone aussitot pour conduire a un radical phénoxyl ou aryloxyl ArO™ [72].
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Seded
Sl —T3

Schéma 111-11. Oxydation mono-électronique d’un phénol et formes mésomeres
du radical aryloxyl formé.

Le radical aryloxyl (ArQ®) peut étre formé directement par transfert d’hydrogéne
phénolique vers un radical de haute énergie tels que les radicaux oxyl (RO") et peroxyl (ROO")
formés par exemple au cours de I’autoxydation des lipides.

Ces réactions de transfert d’atome H et/ou d’électrons avec conversion d’un radical trés
réactif en radical aryloxyl stabilisé par résonance sont I’un des principaux mécanismes d’actions
antioxydantes des phénols. La capacité du phénol a céder un atome H peut étre quantifiée par
I’énergie de dissociation homolytique de la liaison OH (bond dissociation energy, BDE). Plus la
BDE d’un phénol est faible, plus fort est son caractére donneur d’hydrogéne.

[11-2-3-Polarisabilité

La polarisabilité des phénols leur permet de développer de fortes interactions
moléculaires de dispersion (composante attractive des interactions de Vander Waals)
avec autres composés polarisables. Ce phénomene résulte du couplage entre les fluctuations
électroniques de deux molécules voisines. Ainsi, en solution aqueuse, I’interaction du noyau
benzénique apolaire du phénol avec une autre entité polarisable telle qu’un second cycle
aromatique est favorisée par I’effet hydrophobe (schémalll-12).

Les molécules d’eau de solvatation s’organisent de maniere a maintenir
entre elles autant de liaison hydrogene que possible, et de ce fait, I’empilement de deux noyaux
benzéniques dans I’eau a deux conséquences avantageuses :

- Le développement de forte interaction de dispersion entre les deux noyaux ;

- Le relargage d’une partie des molécules d’eau de solvatation dans le corps du solvant.

52



Partiel. Chapitrelll. LesPolyphénols

La combinaison des interactions de dispersion et de I’effet hydrophobe constitue
la principal e force motrice pour lacomplexation moléculaire des phénols dans I’eau.

Ean de solvatation (modns de liaison H, plus d'ordie)

Ry S

Eau du corps du solvant (plus de liaison H
moins d'ordre)

Schéma ll1-12. Effet hydrophobe

[11-2-4-Liaison hydrogéne

Les phénols sont des donneurs de liaison hydrogéne (liaison H) en raison du caractére
acide du proton du groupe OH. Ce sont auss des accepteurs de liaison H. En fait, seule
la paire libre de I’atome O qui n’est pas conjuguee avec le cycle est capable d’accepter
une liaison H en provenance d’un donneur. Ainsi, un phénol est capable de donner une liaison H
et d’en recevoir une seulement. Notons que ces liaisons H se renforcent mutuellement
(coopérativité). Par exemple, en donnant une liaison H, le phénol allonge sa liaison OH.
Cet état de préedissociation accentue la densité éectronique sur le centre O et donc

son caractere accepteur de liaison H.
[11-2-5-Acidité

La coupure hétérolytique de la liaison OH (déprotonation) entraine la formation
d’un ion phénate dans lequel la délocalisation électronique de I’atome O vers le cycle
(effet +M) est fortement augmentée (schéma I11-11). Ce phénomeéne et |la forte solvatation
de I’anion phénate par formation de liaison H avec I’eau permettent d’expliquer les propriétés

acides faibles des phénols dans I’eau. Les propriétés caractéristiques des phénols (nucléophilie,
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caractére réducteur, polarisabilité ont amplifiées lors de la formation des anions phénates
correspondants.

Les groupements OH en position para et ortho des noyaux phénoliques de polyphénols
présentent un caractére acide renforcé, ce qui permet une dissociation au moins partielle
apH neutre. Cette exaltation de I’acidité est due a la stabilisation de I’ion phénate correspondant
par délocdisation de la densité électronique vers le groupement & effet (-M). Elle peut étre

traduite en termes de formes mésomeres.
[11-3-Stabilité des polyphénols

L’oxydation des polyphénols est susceptible d’intervenir :

» Par voie enzymatique (catalysée par la polyphénol oxydase dans des conditions d’aerobies
ou par les peroxydases en présence de peroxyde d’hydrogene) au cours
des procédés technologiques d’élaboration des aliments ou apres ingestion (catabolisme
oxydant).

e Par voie non enzymatique : autoxydation lors des traitements thermiques, oxydation
conjointe a I’action antioxydante. Dans ce dernier cas, il s’agit typiquement
de processus d’oxydation couplés a la peroxydation des lipides polyinsaturés

et qui peuvent intervenir dans I’aliment ou chez I’homme apres ingestion.
[11-4-Rdle des polyphénols dansles plantes

Une des fonctions majeures des flavonoides est de contribuer & la couleur des plantes
notamment a celle des fleurs. Or, c’est par la couleur de ses fleurs que la plante exerce
un effet attracteur sur les insectes et les oiseaux pollinisateurs, assurant par ce biais une éape
fondamentale de sa reproduction. On peut également noter que les flavonoides, en repoussant
certains insectes par leur go(t désagréable, peuvent jouer un réle dans la protection
des plantes. Les flavonoides montrent d’autres fonctions intéressantes dans le contrble
de la croissance et du développement des plantes en interagissant d’une maniere complexe avec
les diverses hormones végetales de croissance. Certains d’entre eux jouent également
un rdle de phytoaexines, c'est-a-dire de métabolites que la plante synthétise en grande quantité
pour lutter contre une infection causée par des champignons ou par des bactéries.

D’autre part, les composes phénoliqgues possedent souvent une activité

antimicrobienne [73]. Aing, il a éé montré que les catéchines des feuilles du thé inhibent
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la croissance de micro-organismes en atérant des fonctions membranaires des pathogenes,
les détruisant a plus ou moins long terme [74].

[11-5-Importance nutritionnelle des polyphénols

Les composés phénoliques jouent un rdle important dans la qualité organoleptique
desfruits et |égumes, utilisés frais ou apres transformation industrielle.

L’intérét thérapeutique potentiel des polyphénols date de la découverte de la vitamine C
par Szent Gyorgyi (Prix Nobel 1937), chercheur a [I’Université Szeged (Hongrie),
qui a constaté que les symptdbmes hémorragiques du scorbut, liés a la fragilité
ou I’hyperperméabilité des vaisseaux, étaient guéris par des extraits de paprika ou du jus
de citron, riche en vitamine C et flavonoides. Cette action a été appel ée propriété vitaminique P
(P étant la premiére lettre de mot perméabilité). Malgré ces premiers résultants encourageants, les
recherches ne permirent par ensuite d’attribuer un réle essentiel aux divers polyphénols d’origine
végétale. A partir des années quatre-vingts, c’est la découverte du role des radicaux libres dans
les processus pathologiques qui a relancé I’intérét pour les polyphénols dont les propriétés

antioxydants sont remarquabl es.

[11-5-1-L es polyphénols comme antioxydants

Les principaux mécanismes d’activité antioxydante sont (Halliwell, 1994) [75] :
- Le piégeage direct desEOR ;
- L’inhibition des enzymes impliquées dans le stress oxydant et la chéation des traces
meétalliques responsables de |a production des EOR;
- La protection des systémes de défense antioxydants.

Les polyphénols peuvent agir selon ces divers mécanismes.
[11-5-1-1-Inhibition enzymatique

Les phénomeénes d’interaction polyphénols - protéines ont éé largement étudiés
in vitro, particulierement dans le cas des flavonoides : inhibition d’une grande variété d’enzymes,
[76, 77] modulation du fonctionnement de divers récepteurs ainsi que du processus
de transcription de certains genes (par interaction du cytosol avec les facteurs de transcription

Ou certains précurseurs).
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Outre les effets antioxydants, ces interactions, qui sont encore a valider in vivo,
sont vraisemblablement ala base des effets bénéfiques des polyphénols. Par exemples, les acides
hydroxycinnamiques sont des inhibiteurs de protéines de coagulation (la thrombine
et le facteur Xa), et jouent ainsi un réle d’anticoagulant [78].

L’inhibition de la production des EOR par les polyphénols, particulierement
les flavonoides, peut procéder directement par formation de complexe inhibiteur-enzyme et/ou
par piégeage directe des EOR [79, 80]. Ce double action est bien illustré par le cas
de la xanthine oxydase, cet enzyme est considérée comme une source biologique importante
de radical superoxyde. Hansaki et ses collaborateurs, dans une étude sur la maladie de la goutte,
ont montré que les flavonoides peuvent agir sur I’activitt de la xanthine oxydase
et par conséquent, peuvent prévenir cette maladie en réduisant a la fois les concentrations
de [P’acide urique et celles du radica superoxyde dans les tissus humains [81].
Cos et ses collaborateurs ont confirmé les résultats de Hansaki, et ont établi les relations entre
la structure chimigue des flavonoides et leur capacité d’inhiber la formation de superoxyde
par inhibition de la xanthine oxydase (formation de complexes enzyme-inhibiteur)
et/ou par réduction du superoxyde produit (Schéma I11-13) [82]. Les résultats de cette étude sont
les suivants :

» Les flavanones, les dihydroflavonols et les flavan-3-ols (cycle C non plan) ne sont pas
inhibiteurs de la xanthine oxydase ;

* Les flavonols et les flavones (cycle C plan et conjugué avec les cycles A et B)
ont la capacité d’inhiber I’enzyme.

e L’absence du groupe hydroxyle en C3 augmente Iégérement [I’activité
inhibitrice. Les flavonoides glycosylées ont des activités inférieures a celles des
composés non glycosylés. Par exemple, la rutine est presque dix fois moins active que la
quercétine.

* Les flavonoides présentant un cycle B de type catéchol (ortho-diphénol ou 1,2-
dihydroxybenzene) sont de bons piéges a superoxyde en raison de la stabilité des radicaux
semiquinones formés lors de la capture (voir plus loin).

De nombreux flavonoides sont de puissants inhibiteurs des métaloenzymes

tels que lipoxygénase [80].

56



Partiel. Chapitrelll. LesPolyphénols

Lutéoline
0.55uM

OH O
Apéginine
0.70uM

Chrysine
0.84uM

OH
/ OH O

Quercéine
1.06uM

OH O

Galangine
2.62uM

OH
OH
OH o\
OH OH
Taxifoline OH Catéchine
plus que 100uM plus que 100uM

O -rutinoside
OH O

3 -Rutinosylkempféral
52.20uM

Schéma | 11-13. Relation structure - activité des flavonoides sur I’inhibition
de la xanthine oxydase (les valeurs sont les 1Cs) [82].

[11-5-1-2-Chélation desions mé&talliques

Lesions du fer ou du cuivre sont essentiels pour de nombreuses fonctions physiol ogiques.
IIs entrent notamment dans la composition des hémoprotéines et de cofacteurs d’enzymes

du systeme de défense antioxydant (par exemple, les ions du fer pour la catalase, et ceux
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du cuivre pour le superoxyde dismutase). Mais ils sont auss responsables de la production
du radical hydroxyle par la réduction du peroxyde d’hydrogéne selon la réaction de Fenton :

H,O, + Fe*" (Cu?") ——— OH + OH + Fe*" (Cu®")

En outre, I’autoxydation des ions Fe?* et Cu®" est une source de superoxyde et peroxyde
d’hydrogéne. Ainsi, complexer les ions du fer et du cuivre sous une forme qui blogque leur
activité redox est un mécanisme d’action antioxydante.

Divers polyphénols abondants dans les plantes et dans I’alimentation sont considérés
comme de bons chélateurs des ions métalliques [83-85]. La complexation des ions métalliques
par les polyphénols induit typiquement un déplacement bathochrome de leurs bandes
d’absorption dans le domaine UV-Visiblee Les éudes menées par Van Acker
et ses collaborateurs sur la chélation des ions du fer par certains flavonoides
ont mis en évidence les sites essentiels pour la chélation des ions métalliques (schéma 111-14)
[86].

(i) les groupes 3’,4’-hydroxy du cycle B,

(i1) les groupes 3-hydroxy et 4-oxo du cycle C,

(iii) les groupes 4-o0xo et 5-hydroxy.

Ainsi, la quercétine qui combine tous ces substituants est un complexant meétallique

particulierement efficace.

M ™

3 V
Lt | i

Schéma l11-14. Lesflavonoides et leurs sites proposés pour la chélation des ions métalliques
(M™).
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[11-5-1-3-Piégeage des radicaux libres

La réduction de divers radicaux par les polyphénols a été beaucoup étudiée
afin de déterminer les éléments majeurs de I’activité antioxydante. Grace a leur faible potentiel
redox, [87] les polyphénols, plus particuliécement les flavonoides (FI-OH),
sont thermodynamiquement capables de réduire rapidement les radicaux superoxydes, peroxyles

(ROO), alkoxyles (RO") et hydroxyle par transfert d’hydrogéne :

FI-OH + X" — FI-O" + XH

Ou X' représente I’un des EOR mentionnés préal ablement.

Le radical aryloxyle (FI-O') peut réagir avec un autre radical pour former une structure

guinone stable (schémallll-15).

Schéma 111-15. Piégeage des EOR par les flavonoides

Eventuellement, le radical aryloxyle peut réduire le dioxygene pour donner
une quinone et un anion superoxyde. Cette réaction est responsable d’un effet prooxydant
des flavonoides. Ains, la capacité antioxydante des polyphénols dépend non seulement
du potentiel redox du couple FI-O'/FI-OOH mais aussi de la réactivité du radical FI-O".

Plusieurs travaux ont établi des relations entre la structure chimique des polyphénols
et leur capacité a piéger les radicaux libres [88-92]. Ainsi, Cuvelier et ses collaborateurs
ont testé I’activité antioxydante des acides phénoliques et obtenu les résultats suivants:[ 93]

» Les acides cinnamiques ont une activité antiradicalaire supérieure a celle des acides
benzoiques correspondants. Les acides caféique, sinapique, férulique et p-coumarique

sont respectivement plus actifs que les acides protocatéchique, syringique, vanillique et p-

hydroxybenzoique. Ils sont plus actifs que les phénols simples: acide pcoumarique phénol

et acide caféique . pyrocatéchol. Ainsi, le groupe CH=CHCOOH participe

alastabilisation du radical aryloxyle par résonance.
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* Les acides benzoiques sont, quant a eux, moins actifs que leurs homologues phénals,
ce qui tend a démontrer le role négatif du COOH directement fixé sur le noyau
benzénique.

e L’addition d’un second OH sur le cycle aromatique augmente fortement I’activité
antioxydante des acides phénoliques, particulierement quand le second OH est en ortho
ou para du premier: ortho = para>méta ou para>ortho>méta.[94] Un troisieme OH
sur le cycle renforce également |e caractére antioxydant (ex: acide gallique).

e Le groupement méthoxyle joue, dans une moindre mesure, le méme roéle
que les groupements OH.

» La présence de plusieurs unités de type acide phénolique peut concourir a renforcer
I’activité antioxydante [95].

Les travaux sur la capacité d’un antioxydant a piéger le radical-cation de I’acide
2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS™) [96, 89] en comparaison avec celle
du Trolox (acide 6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique) permettent d’estimer
le paramétre TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity). Il est a noter que plus
lavaleur de TEAC est élevée, pluslamolécule est active.

D’une maniere générale, les flavonoides les plus actifs sont ceux qui combinent
lestrois critéres suivants :[97]
1- Lastructure ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol).
2- Ladouble liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo.
3- Laprésence du groupe 3-OH en combinaison avec la double liaison C2-C3

Les flavonoides tels que la quercétine qui répondent a ces trois criteres structuraux
(schéma 111-16), sont des piégeurs efficaces des radicaux hydroxyles et peroxyles (impliqués
dans la peroxydation lipidique). Enfin, les flavonoides possédant une structure catéchol

sur le cycle B, et en particulier la catéchine, sont des piégeurs du dioxygene singulet.
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Schéma 111-16. Eléments essentiels pour |'activité antioxydante des flavonoides.

[11-6 Propriétésthérapeutiques des polyphénols

[11-6-1 Etudes épidémiologiques et propriétésbiologiquesin vitro

Les propriétés biologiques des polyphénols sont essentiellement établies in vitro
et découlent de leur activité réductrice (effets anti- voire pro-oxydants) et de leur affinité pour
une grande variété de protéines (enzymes, récepteurs, facteurs de transcription).

L’une des premiéres propriétés reconnue aux flavonoides est d’étre «veino-actifs» c'est-a-dire
ayant la capacité de diminuer la perméabilité des capillaires sanguins et de renforcer leur
résistance.

De nos jours, les propriétés des polyphénols sont largement étudiées dans le domaine
meédical ou on leur reconnait des activités anti-virales, anti-tumorales, anti-inflammatoires, anti-
alergiques et anti-cancer. lls ont également des actions positives sur I’obeésité, le diabete, les
maladies d’Alzheimer et de Parkinson. Les catéchines du thé sont des inhibiteurs
de I’angiogénése in vitro.

Les activités biologiques des polyphénols ont souvent été évaluées in vitro, avec
des proténes purifiées, des extraits cdlulaires e des celules entieres en culture.
Les propriétés biologiques des métabolites conjugués majoritairement présents dans le sang
et les tissus ont en revanche été tres peu étudiées, faute de disposer des standards commerciaux.

La signification de ces effets biologiques dans le domaine de la nutrition humaine
est encore loin d’étre établie d’autant qu’ils mettent presque toujours en jeu les formes natives ou
aglycones de polyphénols et non pas les formes conjuguées circulantes. Pour progresser dans
la démonstration in vivo des effets santé des polyphénols, une meilleure connaissance

de la biodisponibilité des polyphénols (leur devenir aprés absorption éventuelle au travers
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de la paroi intestinale) et une combinaison d’études cliniques pertinentes est indispensable.
Le développement récent de nouveaux outils et méthodes pourrait permettre des avancées
importantes dans les années a venir. C’est notamment le cas de la nutrigénomique qui vise
a mettre en évidence les genes dont I’expression est régulée (a la hausse ou a la baisse)
par les composants de [I’alimentation. La difficulté réside ensuite dans [’analyse

et I’interprétation de ces données biologiques complexes.

[11-6-2 Effet antiallergique

Ces effets sont attribués a I’influence des flavonoides sur la production de I’histamine.
En effet, les flavonoides inhibent les enzymes, telles que I’AMP cyclique phosphodiesterase
et ATPase Ca+-dépendante, responsables de la libération de [I’histamine a partir
des mastocytes et des basophiles. Par exemple, I’ATPase Caz+-dépendante dégrade I’ATP
produisant ainsi de I’énergie afin de faciliter I’absorption du calcium par les membranes
cellulaires, ce qui favorise la libération de I’histamine stockée dans les vésicules. En inactivant
cette enzyme, la quercétine a montré un potentiel d’action supérieur a celui du cromoglycate
de sodium utilisé comme médicament en empéchant la libération de I’histamine et d’autres

substances endogenes qui causent I’asthme [98].

I11-6-3 Effet anti-inflammatoire

Sous I’action de la cycloxygénase et la lipoxygénase, I’acide arachidonique
est métabolise respectivement en prostaglandines et leucotrienes induisant ainsi
des phénomenes inflammatoires. Une étude de Landolfi et son groupe a montré que certains
polyphénols sont capables de modifier le métabolisme de [I’acide arachidonique
dans les plaguettes [99]. Les effets de la quercétine et de la myricétine sont dose-dépendants. A
de fortes concentrations, ils inhibent la cycloxygénase et la lipoxygénase. Cependant,
a de faibles concentrations, seule la lipoxygénase est affectée. En revanche, d’autres flavonoides
tels que I’apigénine et la chrysine agissent principalement sur I’activité
de la cycloxygénase.

La phagocytose qui accompagne une infection virale ou bactérienne est suivie
d’une production d’espéces oxygénées réactives par les neutrophiles, ce qui va promouvoir
I’inflammation. D’une maniere générale, les espéces radicaaires, queles que soient

leurs origines, peuvent induire des dommages tissulaires, favoriser le processus
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de viellissement, voire étre a I’origine de certaines pathologies telles que le cancer
et I’athérosclérose [100]. Il est intéressant de noter que de nombreux flavonoides sont capables

de contrer cette production d’espéces oxygenées par les neutrophiles [101].
[11-6-4 Effet anti-ulcére

Dans des expériences réalisées sur des rats, il a é&é démontré que la quercétine
et la naringénine jouent un réle important dans la réduction de I'ulcere et la protection
des cellules gastriques. 1l a été suggéré que la quercétine exerce son activité via un mécanisme
complexe impliquant la production du mucus, le piégeage des radicaux libres et également
I’inhibition de la production leucotrienes [102].

D’autres études ont permis d’établir une relation étroite entre les propriétés anti-ulcére
de la quercétine, la naringénine, la rutine et le kaempférol, et la production de PAF (Platelet
Activating Factor) qui est un agent ulcérogene potentiel [103]. En effet, il s’est avére
que la réduction des dommages gastro-intestinaux est due probablement a I’inhibition du PAF

par ces flavonoides.

I11-6-5 Effet anti-cancer

Présente dans tous les types de thé et en particulier dans le thé vert, la catéchine
a montré une activité anti-tumorale [104]. Une telle activité est attribuée a la capacité
de ce flavonoide a inactiver I’action de la P-glycoprotéine qui est impliquée dans la résistance
phénotypique des cellules cancéreuses [105]. La croissance cellulaire peut étre inhibée également
par d’autres mécanismes, a savoir : la stabilisation du collagene, [I’altération
de I’expression des genes et la réduction des radicaux libres. [99] En effet, la catéchine augmente
larésistance du collagene [106] et inhibe I’activité de la collagénase [107].

Les flavonoides ont montré des effets protecteurs contre les cancers de la prostate,

du cblon et du poumon [108].

[11-6-6 Autres activités biologiques

Les flavonoides peuvent aussi prévenir |e développement du diabéte en inhibant I’enzyme
aldose réductase. Ong et Khoo ont reporté que la myricétine possede un effet hypoglycémiant

chez des animaux diabétiques [109, 110, 111]. Certains flavonoides peuvent inhiber

63



Partiel. Chapitrelll. LesPolyphénols

I’athérosclérose et par conséquent réduire le risque des maladies cardiovasculaires [112, 113].

Les effets anti-viraux des flavonoides ont été également démontrés [114].
[11-7 Propriétés pro-oxydantes des polyphénols

Certains polyphénols particulierement réducteurs peuvent manifester une activité prooxydante
en entrant dans des cycles redox qui générent des EOR [115-117]. Par exemple, I’acide gallique
est capable de réduire Fe*" en Fe**, ou Cuz+ en Cu’, et ainsi d’enclencher la réaction
de Fenton avec formation du radical hydroxyle (schéma I11-17) [118-120]. Le peroxyde
d’hydrogéne nécessaire a la réaction est produit par autoxydation des ions de basse valence.
Par leurs effets pro-oxydants, certains flavonoides peuvent promouvoir la dégradation oxydante
de I’ADN.

La signification biologique de ces effets pro-oxydants est dépendante de la présence

d’ions du fer libres, c’est-a-dire non liés aux proténes.

Cu” + HP, —— C00H + H'

. l\ Fe + HOD, —— F¢ + HO + HO

Hx02

Espéces réactives —— Stress oxydant

N

. [47)
estérase A 02 s
\\_. ~
J/H- ,
- 4 __ o
T Mo Mn-1 o. _OH i O, oM
o \ |
e \ I
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<7 : - L
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Schéma ll1-17. Mécanisme de formation d’espéces réactives par I’acide gallique, métabolite
du propylgallate [57].
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De plus, des effets indésirables ont été rapportés suite a I’administration de doses
pharmacologiques chroniques de polyphénols excédant la dose moyenne absorbée via
I’alimentation [121]. Ainsi, des cas de défaillance rénale, anémie, fievre et réaction cutanée

ont été relevés pour des doses allant de 1 a 1,5 g de flavonoides par jour.
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|VV-1-Phénomeéne de la corrosion

Dans le secteur industriel, la corrosion des métaux est un fléau difficile a résorber
totalement. Ainsi dans les pays industrialisés, elle fait I’objet des études spécifiques afin
de remédier a quelques risques vécus. En revanche dans les pays en voie de développement,
elle passe au second plan quand elle n’est pas totalement ignorée. Il en resulte un gaspillage

enorme da au remplacement des unités de production bien avant leur durée de vie normale.

IV-1-1-Définition dela corrosion

C’est une interaction physico-chimique entre un métal et son milieu environnant.
Elle entraine des modifications dans les propriétés du métal et souvent une dégradation
fonctionnelle du métal lui-méme, de son environnement ou du systeme technique constitué par
les deux facteurs. On appelle cet environnement « électrolyte », car il a sa conductivité propre
pour le transfert d’électron [122].

La corrosion est peut étre vue sous sa forme globale comme une réaction spontanée
d’échange d’électron a I’interface Métal/Environnement. C’est un phénomene naturel qui tend
a faire retourner les métaux a leur état d’oxydes par une attaque plus au moins rapide

du milieu corrosif [123].
IV-1-2-Interface électrolyte-solide

Dans tous processus é ectrochimiques, on reléve plusieurs types de phénomenes associés
a un transfert de charge électrique aux interfaces formées par la mise en contact d’électrodes
(conduction éectronique) et d’un électrolyte (conduction ionique). Lors de ce transfert de charge,
on assiste a une transformation chimique : I’oxydoréduction (SchémalV-1).

Ces réactions d’oxydation et de réduction obéissent au schéma réactionnel suivant :

— Réduction
Ox + n.e &= Red
<+— Oxydation

Le potentiel d’équilibre a I’interface électrode/électrolyte est défini par laloi de Nernst (équation

(1) :

¥
Sal

o RT Con
E Feq=E" +—.In f:‘ (1

nF CRed
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Avec:

E° constante appelée potentiel standard apparent (thermodynamique), caractéristique
du systéme considére,

F constante de Faraday (9,65.104 C/mol), n nombre d’électrons échanges,

n est le nombre d'éectrons transférés dans la demi-réaction,

R constante des gaz parfaits (8,31 JK/mal),

T température absolue,

C OD*]-L e :ri.::ld les concentrations des espéeces Ox et Red en solution.
i L=

e_

—_— ——

Cathode \. Anode
Red /‘

Schéma | V-1. Réaction d’oxydoréduction et transport du courant
dans une chaine é ectrochimique.

IV-1-3-Les Typesdela corrosion

La corrosion peut se développer suivants différents processus qui caractérisent chacun

un type de corrosion [124, 125].
La corrosion chimique

Il s’agit d’une réaction purement chimique entre la surface d’un matériau et un gaz
ou un liguide non électrolyte. Par exemple, I’oxydation de I’acier ordinaire a haute température

par I’oxygéne de I’air est une corrosion chimique.
Lacorrosion éectrochimique

C’est une réaction électrochimique entre la surface d’un matériau et un milieu

électrolytique. Cette réaction est accompagnée de la formation de piles qui sont le siege
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de circulation de courant électrique. La dégradation de I’aluminium par I’acide sulfurique dilué

appartient a ce type de corrosion.
La corrosion biochimique

C’est I’attaque bactérienne des matériaux meétalliques, en particulier dans les canalisations
enterrées et les réservoirs. En effet, le métabolisme du développement de certaines bactéries

provoque la formation d’acide sulfurique qui attaque le métal.
L a corrosion accompagnée d’usure

Lorsque les produits de corrosion forment un dépdt adhérant et continu sur la surface
du métal, ils ralentissent la vitesse de corrosion. Cette couche peut étre éiminée en certains
points par usure, abrasive ou érosive. Il y a alors accélération de la corrosion parce

que la surface du métal est mise anu.
IV-1-4-Lesformesdela corrosion

Pluseurs formes de corrosion peuvent étre dénombrées, caractérisées
par des modifications de propriétés physiques du métal [125], [126], [127].

La corrosion uniforme

La corrosion uniforme est une perte de matiére plus ou moins réguliere sur toute
la surface. Le métal dans ce cas est dans I’état actif. Elle est aisément controlable
par des mesures de perte de poids ou la diminution d’épaisseur du métal.

D’un point de vue pratique, le couplage d’une ou plusieurs réactions d’oxydation
d’un métal ou alliage, avec une ou plusieurs réactions de réduction d’espéces en solution, conduit
a I’obtention d’un potentiel « mixte» de corrosion, appelé aussi potentiel libre. La totalité
de la surface du métal prend cette valeur du potentiel qui est le siége d’une corrosion généralisée

(hypothése de Wagner-Taurde), décrite par laréaction (I1) suivante :
zM+nO> 5, zM™+nRy (1)
M désigne le méta et M™ I’ion correspondant ; O I'oxydant et Rey I’espéce réductrice

associ ée.
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Laréaction anodique(l11) correspondante aladissolution du métal :

M ——» M™+ne (1)
Le cation dissout peut ensuite se présenter sous différentes formes ou encore former
des liaisons plus complexes. La réaction cathodique, quant a elle, varie suivant la nature
des especes oxydantes présentes en solution. Le phénomeéne cathodique le plus fréquemment

rencontré est laréaction (1V) de réduction du proton H* (ou H3O") en milieu acide:

2H"+2e — 5 H,(gaz) (V)

La corrosion se développe infiniment tant qu’elle n’est pas limitée par I’appauvrissement
en protons aux pH éevés, ou par la saturation du milieu au voisinage de la surface, en ions Fe**,
qui entraine la formation d’un dépdt protecteur par précipitation d’hydroxydes ferreux aux pH
basiques et limite en général la corrosion.

Dans les solutions aqueuses aérées peu acides, neutres ou basiques, la réaction cathodique

la plus importante est la réduction de I’oxygene dissout :

Y% O+ H,O +2€ — 3 20H" (V)
Lesions Fe** de la réaction anodique s’hydrolysent pour former de I’hydroxyde ferrique Fe(OH)3
selon:
{ Fe," + 20HF ——» Fe(OH), \2)!
Fe(OH),; + %2 H,O + ¥4 O, ——» Fe(OH)3  (VII)

Le composé Fe(OH)3 qui se forme est aors tres peu soluble et les produits de corrosion
peuvent s’accumuler a la surface des métaux. A la suite de la formation de ces dépots de produits
de corrosion, les conditions locales sont considérablement modifiées et le mécanisme

d’endommagement peu évalué.
Lacorrosion par piglres

La corrosion par pigdres est caractérisée par une attaque tres localisée en certains points
de la surface et provoque des piqlres. Cette forme de corrosion est produite par certains anions,
notamment les halogénures (chlorures...), sur les métaux protégés par un film d’oxyde mince.
Elle induit typiguement des cavités de quelques dizaines de micrométres de diametre.
La corrosion par piqdres affecte en particulier les métaux ou les alliages passivés (aciers

inoxydables, les alliages d’aluminium).
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La corrosion galvanique

Ce type de corrosion résulte du couplage électrigue de deux métaux différents
et immergés dans la solution. La polarisation des surfaces métalliques par couplage galvanique
a pour conséquence d’accroitre la résistance a la corrosion de I’alliage le plus noble (la cathode)
et de réduire la résistance a la corrosion de I’alliage le moins noble (I’anode). Elle résulte

de la formation d’une pile qui conduit a une hétérogenéité de I’attaque.
Lacorrosion intergranulaire

Ce type de corrosion tres dangereux parce qu’insoupgonnable, la piéce corrodée
ne semble pratiquement pas concernée, aors que sa résistance diminue considérablement.
Elle consiste en la dissolution sélective d’un élément d’un alliage, les autres éléments restent non

attaqués. Le métal devient poreux et perd sa résistance.
L a corrosion caverneuse

La corrosion caverneuse est due a la différence d’accessibilité de I’oxygene entre deux
parties d’une structure créant ainsi une pile électrochimique. Cette attaque selective du métal
est observée dans les fissures et autres endroits peu accessibles & I’oxygéne. Souvent,
la corrosion caverneuse est associée a la présence de petits volumes de solution corrosive

stagnante, dis ala présence de cavités, surfaces jointives ou dépdts discontinus.
Lacorrosion filiforme

Ce type de corrosion est souvent associé a la présence d’un revétement protecteur
(peinture, vernis, ...) semi perméable a I’oxygene et a I’eau. L’attaque se manifeste
par des filaments émis dans toutes les directions, a partir des défauts du revétement, qui peut
affecter divers matériaux tels que le fer et [P’aluminium lorsqu’ils sont soumis
a des atmospheres humides entre 20°C et 30°C. L’oxygene et I’eau sont les réactifs nécessaires

au développement de la corrosion filiforme [127, 128].
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La corrosion sous contraintes

La corrosion sous contraintes est une fissuration du métal qui résulte de I’action commune

d’une contrainte mécanique et d’une réaction electrochimique.
Le processus se déroule en deux phases successives :

» Une phase d’initiation qui correspond a la formation d’un défaut local en surface (piqdre),
» Une phase de propagation dans laquelle la piqlre devient fissure et progresse jusqu’a

larupture.

Ce processus dépend essentiellement de I’intensité des contraintes imposeées, de la nature
du matériau (composition chimique et structure), de I’état de surface et du milieu corrosif

et de latempérature.
| V-2-Lutte contrela corrosion par utilisation desinhibiteurs
IV-2-1-Définition

Les inhibiteurs de corrosion constituent un moyen de lutte original contre la corrosion
des métaux. L’originalité vient du fait que le traitement anticorrosion ne se fait

par sur le métal [ui-méme mais par I’intermédiaire du milieu corrosif.

Selon la norme ISO 8044, un inhibiteur est une “substance chimique ajoutée
au systéme de corrosion a une concentration choisie pour son efficacité ; celle-ci entraine
une diminution de la vitesse de corrosion du métal sans modifier de maniéere significative

la concentration d’aucun agent corrosif contenu dans le milieu agressif ” [129].

La définition d’un inhibiteur de corrosion n’est pas unique. Celle retenue
par la “National Association of Corrosion Engineers (NACE)” est la suivante : “un inhibiteur est
une substance qui retarde la corrosion lorsqu’elle est ajoutée a un environnement en faible

concentration ” [130].
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IV-2-2-Propriétés et classes d’inhibiteurs

Partant de cette définition, un inhibiteur de corrosion doit donc vérifier un certain nombre
de propriétés fondamentales : abaisser la vitesse de corrosion du métal tout en conservant
les caractéristiques physico-chimiques de ce dernier ; étre stable en présence d’autres
congtituants en particulier vis-a-vis de certains biocides ; étre stable dans le domaine
de températures utilisé ; étre efficace a faible concentration ; peu onéreux par rapport aux
économies qu’il permet de réaliser et finalement, étre compatible avec les normes en vigueur

de non-toxicité et de protection de I’environnement.

Il existe plusieurs fagons de classer les inhibiteurs de corrosion. Généralement, ils sont
classés en fonction de leur domaine d’application, de la formulation des produits (inhibiteur
organique, inhibiteur inorganique), de la réaction éectrochimique inhibée (inhibiteur cathodique,
inhibiteur anodique ou mixte), ou du mécanisme réactionnel mis en jeu (adsorption
et/ou formation d’un film) [129], [131-133]. Néanmoins, cette classification n’est pas tout a fait
adéquate car un méme inhibiteur peut présenter a la fois des caractéristiques propres a chaque

groupe de classement.

A-Classification par milieu

Dans la classification relative au domaine d’application, on peut distinguer

les inhibiteurs de corrosion utilisés en milieux agqueux, organiques ou gazeux [131].

Milieux aqueux

Ceux utilisés en milieux aqueux sont choisis en fonction du pH du milieu : en milieu
acide, ils sont utilisés afin d’éviter I’attaque chimique de I’acier lors d’une opération de décapage
ou de détartrage et en milieu neutre/alcalin, ils sont souvent utilisés pour protéger les conduites

des circuits de refroidissement.

Milieux organiques

Les inhibiteurs utilisés en milieu organique sont incorporés dans les lubrifiants pour

moteurs, dans I’essence ou dans les peintures.
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Milieux gazeux

Les inhibiteurs en phase gazeuse sont employés pour protéger les objets métalliques
pendant leur transport et stockage. Pour cela, des composés organiques ayant une pression

de vapeur élevée sont souvent utilisés.

B-Classification par domaine d’application

Dans la classification relative a la formulation des produits, on peut distinguer

les inhibiteurs organiques et les inhibiteurs minéraux [130-132].

Lesinhibiteurs organiques

Les inhibiteurs organiques sont généralement utilises en milieu acide ; cependant,
en raison de leur écotoxicité, ils sont de plus en plus utilisés en milieu neutre/acalin.
Les inhibiteurs organiques sont généraement constitués de sous-produits de I’industrie
pétroliere. Ils comportent une partie non polaire, hydrophobe, constituée d’une ou plusieurs
chaines hydrocarbonées et une partie polaire, hydrophile, constituée d’un ou plusieurs groupes
fonctionnels : amine (-NH2), hydroxyle (-OH), mercapto (-SH), phosphonate (-PO3H2),
sulfonate (-SO3H), carboxyle (-COOH) et leurs dérivés (les groupes fonctionnels usuels,
permettant de se fixer sur la surface du métal).

Lesinhibiteurs minéraux

Les inhibiteurs minéraux sont utilisés en milieu neutre/alcalin mais rarement en milieu
acide. Ce sont souvent leurs produits de dissociation (anion ou cation) qui sont efficaces
en tant qu’inhibiteurs de corrosion. Parmi les anions inhibiteurs, on trouve les chromates,
les phosphates, les molybdates, les nitrates, les nitrites, les silicates, etc... et parmi, les cations

inhibiteurs on trouve essentiellement lesions Ca?* et Zn".

Les inhibiteurs minéraux sont de moins en moins utilisés en raison de leur toxicité. Leur emploi

se limite a certains systemes en circuit fermé.

C- Classification par mécanisme d’action

Dans la classification relative au mécanisme d’action électrochimique, on peut distinguer

les inhibiteurs anodiques, cathodiques ou mixtes[131].
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Lesinhibiteurs anodiques

Les inhibiteurs anodiques diminuent la densité de courant de dissolution du meétal
et déplacent le potentiel de corrosion dans le sens positif. Ce type d’inhibiteurs doit étre utilisé en
quantité suffisante car dans le cas contraire, ils peuvent accentuer la corrosion des zones non

protégeées.

Lesinhibiteurs cathodiques

Les inhibiteurs cathodiques, en revanche, diminuent la densité de courant de réduction
du solvant et déplacent le potentiel de corrosion dans le sens négatif. Du fait de leur mode
d’action, les inhibiteurs cathodiques sont considérés comme plus srs que les inhibiteurs
anodiques car ils ne risquent pas de favoriser la corrosion localisée.

Lesinhibiteurs mixtes

Les inhibiteurs mixtes diminuent la vitesse des deux réactions partielles en modifiant peu

le potentiel de corrosion.

D-Classification par mécanisme réactionnel misen jeu

Dans la classification liée au mécanisme réactionnel mis en jeu en fonction de leur mode
d’action, on peut distinguer différents types d’inhibiteurs : ceux agissant par adsorption, par
passivation ou par précipitation [129, 131, 133].

Adsorption

Les inhibiteurs agissant par adsorption sont en généra les inhibiteurs organiques.
Ils empéchent I’action du milieu agressif en se fixant sur la surface du métal. Leur fixation
se fait principalement par la fonction active de I’inhibiteur ; cependant, les parties polaires
peuvent étre également adsorbées. Ceux qui agissent par adsorption chimique s’averent souvent
plus efficaces que ceux agissant par adsorption physique, car le partage des électrons renforce
la liaison entre le métal et I’inhibiteur. Genéralement, en présence d’une chimisorption,
la molécule inhibitrice agit comme donneur d’électrons alors que le métal agit comme accepteur

d’électrons.
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Passivation

Les inhibiteurs agissant par passivation sont en genéral les inhibiteurs minéraux.
Ils provoquent la passivation spontanee du métal en renforcant la couche d’oxyde formée
naturellement sur la surface du méta. lls se réduisent sur les pores de la couche
d’oxyde/hydroxyde plus ou moins protectrice qui se forme naturellement sur la surface
du métal. L’ion chromate est un des inhibiteurs passivant par excellence mais son caractere

cancérigene et saforte toxicité réduisent notablement son utilisation.
Précipitation

Les inhibiteurs agissant par précipitation provoquent la formation d’un film superficiel
congtitué de sels minéraux ou de complexes organiques peu solubles formés lors
de la précipitation des produits de réaction cathodique tout en bloquant la dissolution anodique.
Il s’agit généralement de sels d’acide faible et de base forte comme les borates, les silicates,

les phosphates, les polyphosphates et les sels de zinc.
IV-3-M éthodes é ectrochimiques

Les méthodes électrochimiques peuvent étre classées selon deux groupes
les méthodes stationnaires et les méthodes non-stationnaires dites transitoires. D’un point
de vue phénoménologique, la caractérisation de I’adsorption de composés est possible
par le suivi dans le temps du potentiel en circuit ouvert. On obtient par cette mesure
une caracterisation de la modification de I’interface métal/milieu. L’aspect plus quantitatif (tracé
des courbes de polarisation, spectroscopie d’impédance) permet, quant a lui, d’accéder
a des valeurs de parametres physiques décrivant I’état du systéme (courant de corrosion,
taux d’inhibition, capacité de double couche, résistance de transfert de charge,..).

Parmi les techniques stationnaires permettant d’étudier un systéme dans un état

de pseudo-équilibre, on site:
IV-3-1-L es courbes de polarisation

La déermination des courbes intensité-potentiel des matéiaux en milieu corrosif
est un outil fondamental de I'éude des phénomeénes de corrosion .Elles donnent la variation

de l'intensité du courant qui circule entre I'électrode a étudier et une électrode auxiliaire,
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en fonction du potentiel imposé a I'édlectrode a étudier, repéré par rapport a une éectrode

de référence.

L'examen de ces courbes permet d'obtenir un grand nombre de renseignements
sur le comportement du métal immergé dans le milieu dectrolytique. Elle permet aussi
de déterminer le mécanisme de corrosion (cinétique de transfert de charge, transfert de matiere,
adsorption des especes sur I'électrode ....) et de distinguer I'influence de I'inhibiteur sur chacune
des réactions élémentaires, anodique et cathodique, a I'éectrode de travail [134]. Cependant,
il importe de signaler que la forme des courbes et les potentiels qui les caractérisent sont tres
sensibles a un certain nombre de facteurs comme I'éat de surface, I'électrolyte, la présence

de traces d'impuretés dans e réactif [135].
Déter mination dela densité du courant de corrosion

Dans la situation ou les réactions opérant a I’électrode sont limitées par le transfert
de charges, I’équation de Butler-Volmer (équation VI11) donne une relation entre la surtension n
étant définie comme I’écart entre le potentiel appliqué au systéeme E et sa valeur a I’équilibre Eeq

et ladensité de courant J :

(VII)

{IH}FE}" (1- a’)ﬂff}”

.-I(‘F?,} jrﬂ + jf Imrr [E)(p| E‘XP[

Ou:

n : nombre d’électrons mis en jeu

J : densité de courant global (A.cm-2)

a : coefficient de transfert éectronique (0 <a < 1)
n : surtension appliquée a I’électrode n (V)

Jcorr : densité de courant de corrosion (A.cm-2)
R : constante des gaz parfaits (8,314 J.mol-1.K-1)
T : température (K)

F : constante de Faraday (96450 C)
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La densité de courant J est la somme de la densité de courant partiel anodique
Ja et de la densité de courant partiel cathodique Jc. Par convention, la densité de courant
anodique est positive (Ja > 0), et la densité de courant cathodique négative (Jc < 0).

On peut introduire dans I’équation préceédente les coefficients de Tafel anodique

Ba et cathodigue Bc définis comme suit :

__RT : RT
Pa = ar_# et pe= (1-o)n_7

On obtient ains :

1) = J corr expiﬂg_a]_ex?!‘_ﬂifﬂ (1X)

Représentation de Tafel

Afin de déerminer expérimentalement les paramétres cinétiques Jcorr, PBa et fc,
une représentation logarithmique de la densité de courant est préférable, car elle met
en évidence la relation linéaire entre le logarithme de J et |a surtension n), lorsgque cette derniere,
en vaeur absolue, est élevée. Dans ce cas, les coefficients de Tafel anodique et cathodique
peuvent étre définis selon les relations suivantes :

__d7 __dg
Pa= dlog]a et pe= dlog].

Quand la valeur absolue de la surtension est suffisamment grande, I’'un des deux
processus, anodigue ou cathodique, domine [I’autre. L’équation IX devient aors, pour

le domaine anodique :

ﬂ(??} = Jrf-b':'?' Exp:kﬁ | X)
Le logarithme donne :
In J(n) =1n}m-+;;§ (X)

En passant au logarithme de base dix, on obtient :

7

log |J(77)| = log |Jcorr | + 23,3034, (X11)
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De fagon analogue, pour le domaine cathodique, la relation XIlI qui relie le logarithme
de ladensité de courant &la surtension est définie par :

7

T30, (X111)

log |JT{-’I"]| =log Uccﬁ"_

Les dernieres éguations de Tafel décrivent les limites anodique et cathodique

de I’équation de Butler-Volmer. L’inverse de la pente de ces droites permet de déterminer
les coefficients de Tafel anodique Ba et cathodique f3c.

Pour une surtension nulle, ces relations deviennent :

log [.=log |].| =log Jeorr (X1V)

L’intersection des droites de Tafel anodique et cathodique permet donc de determiner

la densité de courant de corrosion Jeorr (Figure 1V-1)

1
‘ 2,303

Droites de Tafel

2303 B, cathodique anodigue

!

IGH Jearr) | S ST

Domaine de Tafel

: Domaine de Tafel
cathodique

anodique
P 1

FigurelV-1. Représentation schématique d’une courbe densité de courant - potentiel
(coordonnées semilogarithmique) et des droites de Tafdl.
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A partir delaloi de Faraday, il est possible alors de définir une relation permettant

d'estimer la vitesse de corrosion.

Veorr = lcorr -t-M/an

I V-3-2-L a spectroscopie d’impédance électrochimique
Principe:

La méthode de spectroscopie d’impédance électrochimique fait appel aux analogies
qui existent, sous certaines conditions de linéarité et de stabilité du systeme, entre une réaction
électrochimique et un circuit éectrigue équivalent comportant des résistances et des capacités
associées, suivant un schéma plus ou moins complexe qui dépend des différentes étapes
intervenant au cours de la réaction [136]. Ce schéma éectrique décrit alors le comportement
de la chaine électrochimique lorsqu’elle est soumise a une perturbation temporelle de I’intensité
ou du potentiel, de pulsation 2nf, par I’intermédiaire de sa fonction de transfert, un nombre

complexe, noté Z (2nf), qui dépend de la pulsation 2nf (schéma IV-2).

AX ( Systeme 7 AY
électrochimique J Reponse

Fonction de transfert Z = AY /AX

Perturbation L

Schéma 1V-2. Principe général de la spectroscopie d’impédance électrochimique.

Expérimentalement, cette méthode consiste donc & imposer, a une celule
électrochimique, une tension sinusoidale E de pulsation 2nf (ou un courant sinusoida I)
et & mesurer le courant résultant | (ou la tension E). Au cours de cette étude, une perturbation
en potentiel a été utilisée. La fonction de transfert correspond alors au rapport de la tension

sur le courant a chague fréquence f du potentiel sinusoidal (Figure 1V-2).
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E
{3 Point de fonctionnement
pDA AN (1A e, 10)
= | AN J
z Al >
E <
Z >
‘:: =]
>
Ep  Potentiel

Perturbation

FigurelV-2. Schéma de fonctionnement de la SIE représentant |a perturbation sinusoidale
en potentiel et saréponse en courant [136].

Deux représentations graphiques de la fonction de transfert Z (2nf) sont couramment utilisées

» L’une, en coordonnées cartésiennes, représente la partie imaginaire -Im Z (2nf)
en fonction de la partie réelle de la fonction de transfert Re Z (2rf). Il s’agit
de lareprésentation dans le plan de Nyquist.

» L’autre, dans le plan de Bode, représente le logarithme du module de la fonction
de transfert In [Z (2nf)] ans que la phase ¢ en fonction du logarithme
de lafréquenceIn (f).

Seule la representation dans le plan de Nyquist a ici été utilisée. L’interprétation
des diagrammes permet de déterminer les différents processus qui ont lieu a I’électrode.
Dans certains cas, notamment lorsque les constantes de temps des éapes élémentaires sont
mal découplées, il est nécessaire de modéliser I’'impédance du systéme électrochimique par celle
d’un circuit électrique équivalent.

La partie suivante détaille les différents profils des diagrammes dans le plan de Nyquist
qui peuvent étre observés en corrosion, et, lorsque les processus opérant a I’interface
métal/électrolyte ne sont pas trop complexes, un circuit équivalent, qui permet de modéliser

le diagramme, est propose.
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Interprétation des diagrammes de Nyquist
Transfert de charge

La plupart des modeles définissant [I’interface électrolyte/électrode considérent
gue le courant faradique IF et le courant de charge de la double couche Ic peuvent étre dissociés
dans I’expression globale du courant | traversant le systeme, soit :

L’interface peut étre représentée, dans le cas de perturbations de faibles amplitudes,
par un arc de cercle dans le plan de Nyquist, et ére modélisée par un circuit éectrique
équivalent, dit de Randles (figure 1V-3) [137], [138].

€

- Partie imaginaire

Rq Partie réelle R +R,

Figure1V-3. Représentation, dans le plan de Nyquist, de I’impédance électrochimique, dans
le cas d’un processus de transfert de charge et circuit électrique équivalent [139].

La résistance Re du circuit de Randles correspond a la résistance de I’électrolyte
de conductivité finie. Dans le milieu d’étude choisi, la concentration en ions sulfate
est suffisamment importante pour assurer une bonne conductivité de I’électrolyte et ainsi obtenir
une valeur de Re faible. Sur le diagramme de Nyquist, lorsque la fréquence tend vers I’infini
(w - ), la valeur de I'impédance totale du systeme correspond uniquement a la résistance
de I’électrolyte.

Le phénomene de charge de [Iinterface eélectrode/solution provoque I’apparition
d’un courant capacitif (représenté par la capacité notée Cd). La résistance de transfert
de charges Rt est, quant a elle, traversée par le courant faradique. En absence de toute autre

réaction que le transfert électronique, Rt est identifiée alarésistance de transfert de charge.
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Hétérogénéités de surface

Dans certains cas, la modéisation, par un circuit éectrique équivalent,
de la boucle capacitive en hautes fréquences est difficile a cause de la présence d’hétérogénéités
a la surface de I’électrod. Les sites de réaction ne sont alors pas uniformément distribués
et le demi-cercle représentant la résistance de transfert de charges et la capacité de la double
couche dans la plan de Nyquist est aplati (figure 6). La modélisation du comportement
de la double couche par une capacité devient imparfaite. Il convient alors d’ajouter a cette
capacité une constante de temps, nommeée élément de phase constante (CPE), qui est représentée
par lavaeur n. Si n est proche de 0, la CPE représente une résistance, si elle est proche de -1,
le comportement est celle d’une inductance et enfin pour n = 0,5, le résultat est équivalent

a I’impédance de diffusion de Warburg [140].

e 4 \.\m
hélérogénéilés

de surface

- Partie imaginaire

. Partie réelle R,+R,

FigurelV-4. Représentation, dans le plan de Nyquist, de I’impédance électrochimique d’une

électrode de surface hétérogene et circuit électrique équivaent [140].
Diffusion dans une couche d’épaisseur infinie

Lorsque le transport de matiere a I’intérieur d’une couche d’épaisseur infinie limite
I’oxydation de I’alliage, I’'impédance, dans le plan de Nyquist, est représentée par une boucle
capacitive, liée au transfert de charge, pour les hautes fréquences et par une droite formant
un angle de 45° avec I’axe des abscisses pour les basses fréquences (figure 1V-5). Celle-ci
correspond a la diffusion des especes a travers la couche d’épaisseur infinie (a travers

I’électrolyte immobile par exemple).
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Le schéma électrique de I'impédance totale correspond a une capacité (celle
de la double couche, Cd) en parallele avec I’'impédance de diffusion, W, montée en série avec

larésistance de transfert de charge, Rt.

- Partie imaginaire

Partie réelle

Figure VI1-5. Représentation, dans le plan de Nyquist, de I’impédance électrochimique, dans
le cas ou ladiffusion atravers une couche infinie est |e processus limitant la corrosion
et circuit électrique équivalent [139].

Electrode poreuse

Lorsque la couche formée a I’interface métal/électrolyte est poreuse, la diffusion
a travers cette derniere peut étre le processus limitant. Dans ce cas, le diagramme d’impédance
représenté dans le plan de Nyquist présente une droite de diffusion en hautes fréquences, qui

forme un angle de 22,5° avec I’axe des abscisses (figure 1V-6) [142].

.
in

- Partie imaginaire

R,  Partie réelle R,+R,

Figure VI-6. Représentation, dans le plan de Nyquist, de I’impédance électrochimique,

d’une électrode poreuse et circuit électrique équivalent.
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L’impédance de Warburg, W, est aors remplacée dans le circuit électrique équivalent,
par I’impédance de diffusion a travers des pores macroscopiques, notée ZD [143].

Cette grandeur tient compte de [I’épaisseur de la couche de diffusion ainsi
que du coefficient de diffusion de I’espece diffusante a travers la couche. L’allure du diagramme
d’impédance peut également donner des informations sur la géomeétrie des pores de la couche

[144]. Cependant, la modélisation de la géométrie des pores est complexe.
Etape d’adsorption

Dans les processus de corrosion, une étape intermédiaire d’adsorption d’une espece peut
avoir lieu a I’électrode. Celle-ci se manifeste sur le diagramme d’impédance, représenté dans
le plan de Nyquist, par une boucle inductive (figure IV-7) [145]. Elle est modélisée

par une résistance R et une inductance L en paralléle avec le circuit de Randles [146].

Partie 1m.—::g| Naire
H

F. Partie réelle I{rf R,

FigurelV-7. Représentation, dans le plan de Nyquist, de I’impédance électrochimique,
d’une espéce adsorbée a la surface d’une électrode et schéma électrique
équivaent [147].

Les processus lents, par exemple la diffusion, sont représentés en basses fréguences.
Ainsi, une boucle inductive présente en basses fréquences signifie que le processus d’adsorption

est limité par ladiffusion.
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IV-3-3-La Voltamétrie cyclique

La voltammétrie cyclique est la technique la plus largement utilisée pour acquérir
des informations qualitatives sur les réactions éectrochimiques. L'avantage
de la voltammétrie cyclique résulte de sa capacité a obtenir rapidement des informations
sur les processus redox, sur la cinétique des réactions de transfert éectronique hétérogene,
des réactions chimiques couplées, ou encore des processus d'adsorption. De plus, elle est tres

employée pour la caractérisation de nouveaux systemes et |'étude de réactions complexes.
Principe

Comme illustré sur la Figure IV-8, elle consiste en I'application d'un balayage linéaire
de potentidl jusqu'a une borne supérieure (balayage aller), puis d'une inversion de celui-ci, tout
en conservant la méme vitesse de balayage, jusgu'a une borne inférieure de potentiel (balayage

retour). Le potentiel est fonction de la vitesse de balayage des potentiels (r) et du temps (t) :
E=Eixrt

Ei désigne e potentiel initial, ou potentiel de départ.

Dans la plupart des cas, celui-ci est choisi égal au potentiel a intensité nulle (Ei=o) afin de
Sassurer gu'aucune réaction éectrochimique n'ait lieu au début du tracé de la courbe intensité-
potentiel.

superienr —-

cycle 1 cycle 2

B
-

temps

Figure1V-8. Evolution du potentiel en fonction du temps en voltammétrie cyclique
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La détermination expérimentale de la relation entre le courant et le potentiel d’électrode
se traduit par I’obtention des figures appel ées voltamogrammes. (Figure 1V-9)

15
El:"--
10
F{: 5 Ipe
- _—‘_—d_#__‘
§
5 0
UG iﬁ'ﬁ
=5
=10 + T E'“ T
1.1 0.9 0.7 0.5 0.3
Potentiel (V - Ag/AgCl)

Figure1V-9. Aspect général d’un voltampérogramme.

Les coordonnées (E, ip) du pic de voltammétrie donnent des indications sur :
* Lemécanisme de laréaction éectrochimique
» Laconcentration des especes

La courbe enregistrée lors d’une expérience de voltampérométrie cyclique présente I’allure
d’un pic et non d’une vague. L’observation d’un maximum trouve son origine dans
I’établissement d’une couche de diffusion pénétrant ensuite dans le volume de la solution.

En effet, arrivée a une valeur de potentiel Ep, pour laquelle le transfert de masse
est maximal, I’intensité du courant évolue selon ty, car le transfert de masse ne parvient plus
a compenser la consommation de substance électroactive a la surface de I’électrode.

Afin d’analyser les caractéristiques expérimentales obtenues sur nos systémes, nous
rappellerons simplement les expressions donnant les courants en régime de diffusion pure dans
les trois cas possibles que nous pouvons rencontrer suivant les conditions opératoires adoptées :
systemes rapide, lent et quasi-rapide. Figure IV-10.

87



Partiel. Chapitre | V. Corrosion, | nhibiteurs et M éthodes électrochimiques

(D)

= E inag)

Figure1V-10. Voltamogrammes pour des systemes : réversible (A), quasi réversible (B) et (C)
et totalement irréversible (D)

Les conditions expé&imentales de mise en oeuvre de cette technique sont I'utilisation
d'un dispositif & trois électrodes immobiles et d'un électrolyte suffisamment concentré et non
agité. Seul le transport par diffusion semi-infinie est alors a considérer. La convection naturelle
est négligeable pendant |e temps relativement court de la mesure.

Lors de I'application du potentiel, les especes éectroactives présentes a la surface
de I'électrode soxydent (ou se réduisent) et I'intensité anodique (ou cathodique) augmente jusqu'a
atteindre un maximum. Les courbes I-E ont donc la forme de pics (Figure 1V-10). En effet,
la concentration des espéces consommeées a l'interface éectrode / solution éectrolytique diminue

et, dans les conditions de diffusion linéaire semi-infinie, le courant apres le pic diminue alors
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comme 1/(m.t)** (loi de Cottrell). L'intensité du pic obtenu est proportionnelle

alaconcentration de |I'espéce correspondante.

Par |a suite, une réaction d'oxydation de type :

Red | Ox+ne

est considérée, avec uniquement |'espece Red présente en solution au début de |'expérience.

L es avantages de la voltampérométrie cyclique

Parmi les principaux avantages de la voltampérométrie cyclique on peut citer :

Larapidité des mesures.

Les courbes obtenues peuvent étre utilisées a des fins d’analyse pour déterminer
la nature et la concentration des especes oxydables ou réductibles présentes.

La connaissance de I’évolution des voltampérogrammes lors d’une réaction permet
d’en suivre le cours et ainsi de mettre au point, par exemple, des méthodes
de détection ampérométriques ou potentiomeétriques.

Les courbes Voltampérométrique peuvent aussi étre utilisées pour mesurer
des parametres de cinétique: soit de cinétique éectrochimique soit de cinétique
chimique lorsqu’une réaction chimique se trouve couplée a une réaction
éectrochimique.

L’etude de la réoxydation des produits formés a I’électrode [148].
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V-1-Matériel
V-1-1-Matériel et équipement

Les équipements et conditions expérimentales de nos expériences sont indiqués dans

I’annexe.
V-1-2-Matériel végétal

Les cosses (gousses égrenées) et les graines de 1’Acacia arabica ont été collectées
en septembre 2009, I’arbre est de la région d’Amsel, a 30 Km du centre de la wilaya
de tamanrasset.

Le séchage des gousses a ¢été effectué dans un endroit aéré sous 1’ombre
a une température ambiante, puis le stockage dans des sacs en tissu jusqu'a utilisation. Pour
le broyage, il a été fait par le broyeur électrique, on a obtenu des poudres fines de couleurs
marron et jaunatre des cosses et graines respectivement. Ces poudres ont été utilisées pour

les investigations phytochimiques mentionnées ci-apres.
Identification de la matiére premiére
Caracteres morphologiques

Les gousses de ’acacia arabica sont droites, rugueuses et de couleur brun grisatre.

o

Figure V-1. Gousses et graines de I’Acacia arabica.

Caracteres organoleptiques

La poudre des gousses égrenées (cosses) de 1’Acacia arabica est de couleur marron,

d’odeur faible et de saveur astringente.

92



Partiell. ChapitreV. Matériel et Méthodes

La poudre des graines de 1’Acacia arabica est de couleur jaunatre, d’odeur faible

et de saveur astringente.

V-2-Méthodes

Notre étude a été guidée par la comparaison entre différents extraits de I’ Acacia arabica

par deux systémes de solvants (hydroacétonique et hydrométhanolique) selon trois parameétres :

- Teneur en composés phénoliques (phénols totaux et flavonoides).

- Activit¢ antioxydante des différents extraits (évaluée par méthodes chimiques
et électrochimiques).

- Activité inhibitrice a la corrosion (comparaison entre deux extraits).

Notre démarche expérimentale est résumée a travers le diagramme suivant (schéma V-1) :

4 N\
Matiere végétale
. J/
A 4
( 7\
Séchage

, ! \

Broyage mécanique

. J
'd l N\
Pesée
. J

e : )
Extraction des composés
phénoliques
\ J
A 4 A 4
- Dosage des polyphénols totaux. - Evaluation de P’activité antioxydante.
- Dosage des flavonoides. - Evaluation de P’activité inhibitrice.

Schéma V-1. Représentation schématique des étapes de I’étude réalisée.
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V-2-1-Extraction et analyse quantitative

1-Méthode d’extraction

La méthode d’extraction des composés phénoliques utilisée est celle d’Amiot
(hertog et al. 1992) modifiée (Djeridane et al, 2006). L’objectif de 1’étape de 1’extraction
est de séparer les substances phénoliques de la poudre solide et de les faire passer en solution.

Elle est réalisée en trois étapes :

Extraction des composés phénoliques

Les échantillons déja séchés a 1’abri de la lumiere et & température ambiante, sont
finement broyés. La poudre ainsi obtenue est ensuite macérée dans deux mélanges méthanol/eau
(8 :2 V/V) et acétone/eau (7 :3 V/V) séparément, pendant 48 heures a température ambiante.
Les extraits hydrométhanoliques et hydroacétoniques ont été récupérés dans un premier temps
apres filtration des mélanges, la phase aqueuse a été éliminée des filtrats par évaporation sous
pression réduite dans un rotavapeur. Permettant ainsi d’obtenir des extraits caractérisés
par une couleur brune foncée pour ceux des cosses, et une couleur verte foncée pour ceux
des graines qui sont considérés comme étant les extraits bruts des cosses et graines de 1’ Acacia

arabica.

Dépigmentation

Cette étape appelée aussi élimination des lipides, consiste a faire passer les extraits bruts
par une extraction liquide-liquide en utilisant I’éther de pétrole comme solvant d’extraction :
» Pour les extraits obtenus par macération dans le systéme méthanol/eau, les lipides
ont été extraits en trois fois 120ml/120ml1/60ml d’éther de pétrole.
» Pour les extraits obtenus par macération dans le systéme acétone/eau, les lipides

ont été extraits en trois fois 180ml/180ml/90ml d’éther de pétrole.

Purification des composés phénoliques

Ensuite, les composés phénoliques ont été extraits par extraction liquide-liquide
en utilisant I’acétate d’éthyle, en ajoutant des solutions de 1’acide orthophosphorique et de sulfate

d’ammonium au cours de 1’extraction pour améliorer le rendement en composés phénoliques :
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» Pour les extraits obtenus par macération dans le systéme méthanol/eau, les composés
phénoliques ont ét¢ extraits en trois fois 120ml/60ml/40ml d’acétate d’éthyle.

» Pour les extraits obtenus par macération dans le systéme acétone/eau, les composés
phénoliques ont été extraits en trois fois 120ml/60ml/40ml d’acétate d’éthyle.

Les fractions organiques ont ¢été ensuite regroupées et séchées par 1’adition
de quelques grammes de sulfate de sodium anhydre et filtrées pour élimination totale
des impuretés.

Aprés évaporation de 1’acétate d’éthyle sous pression réduite a une température
de 50°C, les résidus obtenus ont été solubilisés dans du méthanol et conservées avant
de passer aux analyses. Les étapes de la préparation des extraits bruts et leur fractionnement sont

schématisées dans le schéma V-2.
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[ Matiere végétale 1

A 4

[ Macération pdt 48h 1

Filtration
A\ 4

[ Filtrat 1

Evaporation du solvant organique
sous pression réduite a 50°c

A 4

[ Solution aqueuse }

Extraction liquide-liquide de lipides
par I’éther de pétrole

A 4

[ Solution aqueuse 1 [ Solution organique}

Extraction liquide-liquide des composés phénoliques par 1’acétate d’éthyle

[ Phase organique1 [ Phase aqueuse 1

Séchage par Na,SO, + Filtration

Y
N
[ Filtrat

J/

Evaporation du solvant organique sous pression réduite a 50°c

A 4
4 N\

Résidu
. J
Solubilisation dans du méthanol

A 4
Extrait phénolique brut 1

Schéma V-2. Extraction des composés phénoliques.
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2- Analyse quantitative des composés phénoliques

a- Dosage des phénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par une méthode adaptée par Singleton
et Ross (en1965) avec le réactif de Folin-Ciocalteu [149]. Le réactif est formé d’acide
phosphotungstique H3PW,04 et d’acide phosphomolybdique H3PMo,,04, qui sont réduits lors
de ’oxydation des phénols en oxydes bleus de tungsténe (WgO,3) et de molybdéne (MogOs),

ce qui nous aide a doser les phénols dans le visible a une longueur d’onde de 1I’ordre de 760nm.

Procédure expérimentale

Une courbe d’étalonnage standard a été¢ obtenue a partir des solutions d’acide gallique
de différentes concentrations. 100ul de chaque solution ont ¢été introduits a D’aide
d’une micropipette dans des tubes a essai, suivis de [’addition de 500ul du réactif
de Folin-Ciocalteu. Aprés incubation pendant 2 minutes, 2ml de carbonate de sodium a 20%
ont été ajoutés, puis les solutions ont été secouées immédiatement et sont maintenues
a I’obscurité pendant 30 minutes a température ambiante. L’absorbance de chaque solution
a ¢été¢ déterminée a 760nm contre un blanc (méme solution précédente a [’exception
de I’extrait phénolique : I’acide gallique). Sur un spectrophotométre.

Les lectures de la densité optique a 760nm, des solutions ainsi préparées ont permis
de tracer la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique. L’analyse quantitative des phénols totaux

des extraits phénoliques a été réalisée par la méme procédure.

b- Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode adaptée par Zishen et al
[150] basée sur la complexation des flavonoides par 1’aluminium en utilisant une solution

de trichlorure d’aluminium comme réactif dans cette méthode.

Procédure expérimentale

La rutine a été utilisée comme étalon. Pour tracer la courbe d’étalonnage, Une solution de
0.2 g/l de rutine a été préparée dans le méthanol. Avec ce solution mere, on prépare une série des
solutions diluées d’une concentration 0.01 jusqu'a 0.12 g/I. 1 ml de chaque solution ainsi préparé

a ét¢ mélangé avec 1 ml d’une solution méthanoique de chlorure de sodium (AlICl; 10%), en suite
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on ajoute 1 ml d’une solution aqueuse d’acétate de sodium (CH3COONa (0.1) N). Les solutions
ont été bien mélangées, puis ils sont maintenus a 1’obscurité pendant 30 minutes a la température
ambiante.

En utilisant les valeurs de I’absorbance ainsi obtenues, on trace la courbe d’¢talonnage
de la rutine. La quantité des flavonoides dans nos extraits a ¢ét¢ déterminée en suivant le méme

protocole décrit lors de la préparation de la courbe d’étalonnage de la rutine.
V-2-2-Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de I’Acacia arabica

La mise en évidence de I’activité antioxydante de nos extraits, a été réalisée par trois tests
chimiques et un test électrochimique. Pour les tests chimiques, on s’intéresse a mesurer
le pouvoir réducteur des composés phénoliques dans nos extraits par la méthode RPA (Reducing
Power Assay), Test de Molybdate Phosphate (PM) et le test du DPPH. Pour le test
¢lectrochimique : on mesure le pouvoir réducteur de 1’oxygéne par nos extraits en utilisant

la méthode de la Voltamétrie cyclique.
1- Tests chimiques
a- Test de réduction du fer ( FRAP: Ferric Reducing Assay of Plasma)

Ce test a été découvert par Oyaizu en 1986 [151]. Ce test est considéré comme un test
direct et rapide pour la mesure du pouvoir réducteur des antioxydants, dans un milieu neutre.

Il est basé sur la réduction des ions [Fe(CN)¢]*™ a des ions de [Fe(CN)s]* qui donnent
(avec la présence des ions Fe’") une coloration bleue claire, dont on peut mesurer 1’absorbance
a une longueur d’onde égale a 700nm, et ce par le mécanisme réactionnel suivant :

[Fe(CN)¢]> + ¢ (donné par un polyphénol) __,  [Fe(CN)s]* + Fe**

— _ . _
—~— ~

Coloration jaune coloration bleue

Procédure expérimentale

Une courbe d’étalonnage standard a été obtenue a partir des solutions d’acide ascorbique
de différentes concentrations. On prépare des solutions d’acide ascorbique (vitamine C)
de concentrations allant de 0.01 jusqu’a 0.1 g/l. 1ml de chaque solution est introduit dans un tube

a essai puis additionné de 2.5ml d’une solution de K3Fe(CN)g (1%), 2.5ml d’une solution tampon
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phosphatée. Les solutions ont ¢été secouées immédiatement et bien mélangées, puis
ils se sont maintenus dans un bain marie pendant 30min a une température de 50°C, ensuite
on ajoute de 1’acide trichloracétique (TCA 10%). On prend de chaque tube 2.5ml et on ajoute
2.5ml d’eau distillée, 0.5 de solution de FeCl; (0.1%) [152].

L’absorbance de chaque solution a ét¢ mesurée a 700nm contre un blanc, ces lectures
ont permis de tracer la courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique. Les différents extraits
ont été traités de la méme facon pour tracer les courbes représentantes de la variation
du pouvoir réducteur exprimée en absorbance en fonction de I’inverse du nombre de dilution.

Remarque : on prend 1’acide gallique comme un standard comparatif.
b- Test de Molybdate Phosphate (PM)

Le test du pouvoir réducteur du Molybdate Phosphate est un essai direct qu’on emploi
principalement pour mesurer la puissance des antioxydants non enzymatiques. Il repose
sur la réduction des molybdates en Molybdéne en présence des extraits en donnant

une coloration verte détectable par la UV a une longueur d’onde de 695nm.
Procédure expérimentale

On prépare 100ml d’un mélange des trois solutions suivantes :
- 0.6M d’acide sulfurique
- 28 mM de phosphate du sodium
- 4 mM de molybdate d’ammonium
On prend 300l des solutions préparées de I’acide ascorbique de concentrations allant
du jusqu’a 1.2mM, on introduit ce volume dans un tube a essai, ensuite on goute 3ml
de la solution préparée précédemment. Le mélange est placé dans un ban marie
a une température de 95°C pendant 90min. apres refroidissement jusqu’a température ambiante
on mesure I’absorbance a une longueur d’onde égale & 695nm [153].
Les différents extraits ont été traités de la méme facon pour tracer les courbes
représentantes de la variation du pouvoir réducteur exprimée en absorbance en fonction
de I’inverse du nombre de dilution.

Remarque : on prend 1’acide gallique comme un standard comparatif.
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c- Test du DPPH

Pour étudier I’activité antiradicalaire des différents extraits, nous avons opté pour
la méthode qui utilise le DPPH (diphényl picryl-hydrazyl) comme un radical libre relativement
stable, selon le protocole décrit par Mansouri et al (2005) [154]. Dans ce test les antioxydants
réduisent le diphényl picryl-hydrazyl ayant une couleur violette en un composé jaune,
le diphényl picryl-hydrazine, dont I'intensité de la couleur est inversement proportionnelle
a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons
[155].

Procédure expérimentale

La solution de DPPH" est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH" dans 100 ml
de méthanol. 1ml de chague extrait phénolique dilué dans la solution tampon Tris (100mM,
pH=7.4) est additionné a 1ml de la solution DPPH" préparée précédemment. Le mélange
réactionnel est secoué immédiatement, puis maintenu a [I’obscurité pendant 30 min
a une température ambiante pour que la réaction accomplisse. L’absorbance du milieu
réactionnel est mesurée a’517nm contre un blanc.

Les mesures de la diminution de I’absorbance du DPPH" provoquées par la présence
des extraits apres 30min ont permis de déterminer I’activité inhibitrice de différents extraits.

L’activité inhibitrice (I) a été exprimée en présence de différentes dilutions
(1% en fonction de la concentration apres 30min d’incubation a température ambiante
a I’obscurité).

L’activité inhibitrice est déterminée en appliquant la formule suivante :

I (%) = [1 — (Aextrait / Atémoin)] * 100
Avec :
I (%) : activité inhibitrice en %.
Acxtrait ¢ absorbance de la solution de DPPH’ en présence de I’extrait.

Aémoin : absorbance de la solution du DPPH" en absence de 1’extrait.
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2- Tests électrochimiques

a- Méthode de la voltamétrie cyclique

La voltamétrie est une technique d’électroanalyse basée sur la mesure du flux
de courant resultant de la réduction ou de I’oxydation des composés tests présents en solution
sous I’effet d’une variation controlée de la différence de potentiel entre deux éectrodes
specifiques. Elle permet d’identifier et de mesurer quantitativement un grand nombre
de composés (cations, certains anions, composés organiques), dont certains simultanément,

et egalement d’étudier les reactions chimiques incluant ces composés [156].

Procédure expérimentale

*Comportement éectrochimique del'éectrolyte support:

Nous avons éudié le comportement éectrochimique de I'@ectrolyte support
TNBAPFs (0,1M) + N,N-diméthylformamide (DMF [H,0]<0.005%) par la voltamétrie cyclique
dans le domaine [-200, -1200mV] sur éectrode en carbone vitreux (CV), aprés un traitement
de la surface de I’électrode suivant le protocole défini (polissage, nettoyage chimique puis
cyclage dans le solvant) pour voir sil y a lieu de réduction dans le domaine du potentiel
accessible [157].

10]

w

curent density pA/cm2

-60
potentiel (V)

Figure V-2. Voltamogramme de réactivité du milieu éectrolytique (milieu DMF, TNBAPF6
0.1M ; Electrode Cv ; vitessede balayage 0.1V.s*; T =25°)
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L'étude par voltamétrie cyclique de I'éectrolyte support apres 15 min de barbotage dans
|'azote avec une vitesse de 100 mV/s, montre gqu'il n'ya aucune réponse éectrochimique dans

le domaine choisi (voir figure V-2).
**\/oltamétrie cyclique deI’oxygene (Solution DM F seule)

On met 10 ml de la solution du DMF contenant de I'électrolyte support TBuysNPF¢ (0.1M)
dans la cellule ; puis on barbote pendant 5 min pour s’assurer de la solubilité de 1'oxygene.
Le voltamogramme de réduction de I’oxygene est enregistré pour les mémes conditions

opératoires est montré dans la figure V-3.
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Figure V-3. Voltamogramme de réduction de O, (milieu DMF, NBuAPFs 0.1M ;
Electrode Cv ; vitesse de balayage 0.1 V.s™; T = 25°)

***\/oltamétrie cyclique del’oxygéne (en présence des extraits phénoliques)

Les dilutions des extraits phénoliques éudiés sont préparées a partir de la solution mere
(I’extrait phénolique dissout dans le DMF) , puis goutées a 10ml de la solution éectrolytique
(saturée en oxygene): par des additions successives de méme volume (50 ou 100ul selon
la concentration de I’extrait) et on enregistre les voltamogrammes afin d'éudier la variation
de la concentration de I'oxygene dans le milieu en fonction de la concentration de I'extrait

phénolique et ce par calcul delavaeur d’IPas/IPagp pour chague voltamogramme.
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b- Méthode d’extrapolation des droites de Tafel

Les courbes courant-tension stationnaires permettent d’estimer la vitesse de corrosion
et d’appréhender la formation de couches protectrices et/ou de films inhibiteurs. Cet effet peut

se caractériser sur ces courbes par I’invariance du courant sur un large domaine de surtension

appliquée.

Inhibiteurs

Les inhibiteurs utilisés dans ce test sont: les extraits phénoliques C(Acétone)
et C(Méthanol) de I’acacia Arabica.

Lemilieu corrosf

Une solution d’HCI (1N) ses caracteéristiques sont données dans I’annexe.

L’électrode de travail

L’électrode de travail utilisée est en acier XC52 (dont la composition chimique
et la méthode de polissage sont montrées dans I’annexe) est découpée en petit disque cylindrique

d’une surface active de 1cm2.

Procédure expérimentale

Dans cette méthode galvanostatique, le potentiel de I’électrode est fixe ala valeur choisie
pendant le temps nécessaire a la réalisation d’équilibre. L’intensité de courant est mesurée entre
I’électrode de travail et le contre électrode.

L’électrode de travail est introduite dans un porte échantillon disposé en face
a la contre électrode de platine Pt, 1cm? de la surface de I’électrode est en contact avec
la solution agitée mécaniquement. Tous les potentiels sont référencies a [I’électrode
en Caome saturé (ECS). Le potentiel appliqué a I’échantillon varie entre -600 a -430mV.
Le potentiel d’électrode de travail (ET) atteint sa stabilité aprés une durée de 30 min,

les mesures peuvent étre alors effectuées.
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c- Méthode d’Impédance électrochimique

La mesure de I’impédance électrochimique permet la détermination des parametres
cinétiques des transferts électroniques ainsi que I’étude du mécanisme réactionnel dans le cas
ou la réaction éectrochimique est accompagnée par d’autres processus élémentaires (réactions
chimiques, adsorption,...) ayant lieu a I’électrode ou bien dans la couche de diffusion.

Lesinhibiteurs, le milieu corrosif et I’électrode de travail
Ils sont les mémes utilisés dans I’expérience des droites de Tafel.

Procédure expérimentale

Dans la méthode de spectrométrie d’impédance électrochimique, le potentiel imposé
a I’électrode est fixe et égale a -495mV, les spectres d’impédance obtenus au potentiel
de corrosion sont enregistrés apres 30 min d’immersion pour différentes concentrations
d’inhibiteurs.

L’électrode de calomel saturé (ESC) est une réference pour tous les potentiels,
la fréquence appliquée varie entre 100KHtz et 20mHtz. L’efficacité inhibitrice est calculée
a partir de I’équation suivante :

R% =1- (C’/C q).
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Chapitre VI.

VI-1-Résultats de I’analyse quantitat

a- Taux des phénols totaux

La teneur en composés phénoliqgues de chague extrait a éé caculée a partir
de la courbe d’etalonnage de I’acide gallique (figure VI-1), et exprimée en milligrammes

par gramme de la matiere seche équivalent en acide gallique. Les résultats obtenus sont présentés

dansletableau VI-1.
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Figure VI-1. Courbe d’étalonnage de I’Acide galique.

Solvant d’extraction
Acétone/ Eau M éthanol / Eau
Echantillon
Graines 4.333 mg/g 4.723 mg/g
Cosses 275.751 mg/g 259.286 mg/g

Tableau VI-1. Teneurs en phénols totaux dans les extraits.

On remarque d’aprés les résultats du tableau ci-dessus, que la teneur en composes

phénoliques dans les extraits des cosses et plus importante a celle dans les extraits des graines

pour les deux systemes de solvants.
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Les quantités des composés phénoliques dans les extraits des graines sont proches pour
les deux systémes: 4.723 mg/g et 4.333 mg/g pour les systémes méthanol/eau et acétone/eau
respectivement, avec un écart de 0.39 mg/g en faveur de I’extrait du systeme méthanol/eau.

Pour les extraits des cosses : les quantités des composés phénoliques sont aussi proches
pour les deux systemes: 259.286 mg/g et 275.751 mg/g pour les systémes méthanol/eau
et acétone/eau respectivement, avec un écart de 16.465 mg/g en faveur de I’extrait du systeme
acetone/eaul.

b- Taux de flavonoides
La quantité des flavonoides dans nos extraits a été déterminée a partir de la courbe
d’étalonnage de la rutine (figure VI-2). Les résultats obtenus exprimés en milligrammes

par gramme de la matiére seche en équivalent de la rutine sont regroupés dans le tableau V1-2.
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Figure VI-2. Courbe d’étalonnage de la Rutine.

Solvant d’extraction
Acétone/ Eau M éthanol / Eau
Echantillon
Graines 0.173 mg/g 0.248 mg/g
Cosses 0.784 mg/g 0.214 mg/g

Tableau VI-2. Teneurs en flavonoides dans les extraits.
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A partir de ces résultats, on remarque que la quantité des flavonoides a varié dans
les différents extraits mais dans le méme sens que celui remargué dans le cas des phénol s totaux.

Pour les extraits des graines, on a remarqué que la quantité des flavonoides dans I’extrait
hydrométhanolique est supérieure a celle dans I’extrait hydrocétonique qui sont de : 0.284 mg/g
et 0.173 mg/g respectivement.

Pour les extraits des cosses, la quantité des flavonoides dans I’extrait hydrocétonique
est supérieure a celle dans I’extrait hydrométhanolique qui sont de : 0.784 mg/g et 0.214 mg/g
respectivement.

La figure VI-3 représente la comparaison entre la quantité des phénols totaux
et des flavonoides dans les différents extraits étudiés.

On peut conclure que les cosses de la plante étudiée sont une source importante
de phénols totaux qui sont des composes connus par leur activité antioxydante et plusieurs

activités biologiques.
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Figure VI1-3. Comparaison entre les teneurs en phénols totaux et en flavonoides
des extraits étudies.
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VI-2-Résultats de I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits phénoliques

VI-2-1-Tests Chimiques

a- Test dela réduction du Fer (FRAP)

L’activité antioxydante de nos extraits évaluée par ce test est mesurée en AEAC:

qui représente I’activité antioxydante en équivalent de I’acide ascorbique (Ascorbic acid

Equivaent Antioxydant Capacity), dont la courbe d’étalonnage est montrée dans la figure VI-4.
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Figure VI1-4. Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique (Vit C).

Les courbes représentantes de

la variation du pouvoir

réducteur

exprimee

en absorbance en fonction de I’inverse du nombre de dilution sont données dans lafigure V1-5.

Remarque: I’acide gallique est pris comme un standard comparatif.

AVecC:

G(Acétone) : I’extrait hydroacétonique des graines.

G(Méthanol) : I’extrait hydrométhanolique des graines.

C(Acétone) : I’extrait hydroacétonique des cosses.

C(Méthanal) : I’extrait hydrométhanolique des cosses.
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Figure VI-5. Courbes représentantes du pouvoir réducteur des extraits phénoliques.
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Letableau VI-3 résume les résultats du test du pouvoir réducteur :

Activité antioxydante AEAC
. ant d’extraction Acétone/ Eau M éthanol / Eau
Echantillon
Graines 0.102 0.0565
Cosses 3.452 7.053
Acide Gallique 0.0012

Tableau VI-3. Les valeurs d’AEAC des différents extraits phénoliques étudiés
(test de FRAP).

D’aprés les résultats donnés dans le tableau précédent, on remarque que tous
les extraits ont un pouvoir réducteur important par rapport a celui de I’acide gallique : pour
les extraits des graines, I’activité de [I’extrait hydroacétonique est plus important a celui
de I’extrait hydrométhanolique, par contre, on trouve pour les extraits des cosses que I’activité
réductrice de I’extrait hydrométhanolique est la plus importante.

Ces résultats peuvent étre expliqués par I’existence de molécules ayant un potentiel

réducteur donneur d’électron plus fort dans les extraits des cosses.
La variation des valeurs d’AEAC pour chaque extrait en fonction du contenu

en phénols totaux et en fonction de la teneur en flavonoides est représentée dans les figures V1-6

et V-7 respectivement.
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Figure VI1-6. Variation des valeurs d’AEAC en fonction de la teneur
en phénols totaux des extraits étudiés. (FRAP)
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Figure VI-7. Variation des valeurs d’AEAC en fonction de la teneur
en flavonoides des extraits éudiés. (FRAP)

Selon ces traces, il est clair que le niveau d’activité antioxydante se correle positivement
avec a peu pres toutes les teneurs en phénols totaux d’un coefficient de corrélation

égale aR2 = 0.768, par contre la corrélation est tres faible en fonction de la teneur en flavonoides.
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b- Test de Molybdates phosphate (PM)

L’évaluation de I’activité antioxydante de nos extraits est comparée par rapport a celle

de I’acide ascorbique (Vit C) dont la courbe d’étalonnage est montrée dans la figure V1-8.
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Figure VI1-8. Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique (Vit C).

Les courbes qui

représentent la variation du pouvoir

réducteur

exprimeée

en absorbance en fonction de I’inverse du nombre de dilution sont données dans la figure V1-9.

Remar que: I’acide gallique est pris comme un standard comparatif.
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Figure VI1-9. Courbes représentant le pouvoir réducteur des extraits phénoliques
(Test de PM).
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Le tableau V1-4 résume les résultats du test du pouvoir réducteur :

Activité antioxydante AEAC
. ant d’extraction Acétone/ Eau M éthanol / Eau
Echantillon
Graines 0.096 0.067
Cosses 2.319 2.748
Acide Gallique 0.00087

Tableau VI-4. Les valeurs du pouvoir antioxydant des différents extraits phénoliques étudiés
(Test de molybdate phosphate).

Les résultats du tableau VI-4 montre que tous les extraits phénoliques de I’acacia arabica
ont un pouvoir réducteur important par rapport a celui de I’acide gallique : le pouvoir réducteur
avarié pour tous les extrait mais de laméme maniere de savariation dansletest RPA.

Pour les extraits des graines, I’activité la plus importante est celle de I’extrait de I’extrait
hydroacétonique, par contre, on trouve pour les extraits des cosses que I’activité réductrice
de I’extrait hydrométhanolique est la plus importante.

Ces résultats peuvent étre expliqués par I’existence de molécules ayant un potentiel

réducteur donneur d’électron plus fort dans les extraits des cosses.
La variation des valeurs d’AEAC pour chaque extrait en fonction du contenu

en phénols totaux et en fonction de la teneur en flavonoides est représentée dans

lesfigures VI-10 et V1-11 respectivement.
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Figure VI-10. Variation des valeurs de pouvoir réducteur en fonction
delateneur en phénolstotaux des extraits étudiés. (Test de PM)
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Figure VI-11. Variation des valeurs de pouvoir réducteur en fonction
delateneur en flavonoides des extraits étudiés. (Test de PM)

Ces traces indiquent que le niveau d’activité antioxydante se correle positivement avec
a peu prés toutes les teneurs en phénols totaux d’un coefficient de corrélation égale
aR2=0.971, par contre la corrélation est trés faible en fonction de lateneur en flavonoides.
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FigureVI1-12. Tracé des valeurs d’AEAC (FRAP) en fonction des valeurs d’AEAC (PM).

Il existe une corrélation linéaire tres importante entre les valeurs d’AEAC (Test
du pouvoir réducteur) et celles du test de phosphate molybdate (PM) avec un coefficient
de corrélation de I’ordre de 0.889 (figure VI-12). Ces résultats identiqgues montrent
que le pouvoir antioxydant des extraits phénoliques de I’acacia arabica mesuré par les deux tests

est comparable.
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c- Test de DPPH

La valeur d’ICso représente la concentration d’inhibiteur (antioxydant) necessaire pour
diminuer 50% du taux des radicaux libres. Afin de déterminer cette valeur pour chague extrait,
les courbes de la variation du pouvoir d’inhibition 1% en fonction de la concentration en phénols
totaux sont établies danslafigure VI-13.
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Figure VI1-13. Courbes représentant I’activité antioxydante des extraits phénoliques
(Test du DPPH).

Le tableau VI-5 regroupe les valeurs d’ICsy de nos extraits calculées a partir
des courbes figurées dans lafigure VI-13. L’1Csy de référence est celle de lavitamine E.
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Valeurs d’ICsp x 10°%(g/1)
. ant d’extraction Acétone/ Eau M éthanol / Eau
Echantillon
Graines 128.50 130.54
Cosses 9.16 10.96
Vitamine E 34

Tableau VI-5. Vaeurs de |Cs pour les différents extraits phénoliques étudiés (Test de DPPH).
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Figure VI1-14. Classement croissant des extraits phénoliques selon leur 1Csp. (Test de DPPH)

Puisque les valeurs d’ICsy présentent les concentrations d’inhibiteurs nécessaires pour

balayer 50% des radicaux libres et qui sont inversement proportionnelle a I’activité antioxydante,

d’aprés le classement croissant schématisé de la figure VI-14, on remarque que les extraits

phénoliques des cosses ont un pouvoir antioxydant supérieur a celui de la vitamine E:

C(acétone) et C(méthanol) ont une activité respectivement trois et quatre fois supérieure a celle

de la vitamine E, par contre les extraits phénoliques des graines ont le pouvoir antioxydant

le moins important de tous les extraits (dix fois moins actifs que la vitamine E). En se basant

sur les résultats obtenus, on peut conclure que la variation de la capacité antioxydante des extraits

des cosses comparativement a celle de la vitamine E pourrait principalement étre due

alaprésence de certaines mol écul es potentiellement actives.
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On a essayé de trouver une corréation linéaire entre les valeurs d’ICsp €t les teneurs
en polyphénols totaux, les teneurs en flavonoides et les valeurs d’AEAC pour les deux tests
FRAP et PM, les graphes avec les coefficients de corrélation sont présentés dans lafigure VI-15.
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Figure VI-15. Corrélation entre les valeurs d’1Cso (DPPH) des extraits phénoliques et :

les teneurs en phénols totaux, teneurs en flavonoides et les valeurs d’AEAC (FRAP et PM).

D’aprés ces résultats, on remarque d’une part qu’il existe une bonne corréation entre
les valeurs d’1Csp du test DPPH et les teneurs en phénols totaux (R2 = 0,998) et méme plus
importante que celle avec les teneurs en flavonoides (R? = 0,343), ceci peut étre expliqué
par la présence des molécules antioxydantes actives qui appartiennent aux phénols totaux mais
autres que les flavonoides. D’autre part on remargue qu’il y a une bonne corrélation entre
les valeurs d’ICsp et les valeurs d’AEAC calculées par le test de PM (R2 = 0,982) par rapport
a celles calculées par le test FRAP (R? = 0,796), cela indique que les activités antioxydantes

prouvées par les deux tests DPPH et PM sont assurée, peut étre, par les mémes mol écules actives.
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V1-2-2-Tests Electrochimiques
Méthode é ectrochimique de la Voltamétrie Cyclique

Les mesures du pic de I’oxygene prises par voltamétrie cyclique en absence
et en présence de nos extraits phéenolique ont éé enregistrées sous forme
de voltamogrammes: pour chague extrait ont a superposé les voltamogrammes de différentes
concentrations sur celui de la solution DMF seule (sans extrait) pour montrer d’une maniére

claireladiminutionde’O," .

C(Acétone) 1097
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—DMF
—c1
—cC2
c3
—c4 /
cs ! -150 -
—cCs6
—c7
—C8 Potentiel (V)

Densité de courant (LA/cm?)

-200 -

Figure VI1-16. Voltamogrammes de réduction de I’O, en présence de différentes concentrations
de I’extrait C(Acétone) (milieu DMF, NBu,APFs 0.1M ; Electrode Cv ; vitesse de balayage 0.1
V.st; T=25%)
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Figure VI-17. Voltamogrammes de réduction de I’O, en présence de différentes concentrations
de I’extrait C(Méthanol) (milieu DMF, NBusAPFs 0.1M ; Electrode Cv ; vitesse de balayage

0.1V.s': T=25%)
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Figure V1-18. Voltamogrammes de réduction de I’O, en présence de différentes concentrations
de I’extrait G(Méthanol) (milieu DMF, NBus,APFs 0.1M ; Electrode Cv ; vitesse de balayage

0.1V.s*; T=25%)
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Dans I’etude de I’activité antioxydante de nos extraits par la voltamétrie cyclique,

on a pris I’acide ascorbique comme standard comparatif.

I'acide ascorbique

100 -

50 -

-1,4 -0,2

-50
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—C5 -150

—C Potentiel (V)

Figure VI-19. Voltamogrammes de réduction de I’O, en présence de différentes concentrations
de I’extrait G(Méthanol) (milieu DMF, NBus,APFs 0.1M ; Electrode Cv ; vitesse de balayage
0.1V.s':T=25%).

Les voltamogrammes de la réduction de I’oxygeéne, en présence des extraits phénoliques
et [I’acide ascorbique, ont été enregistrés afin d’évaluer [I’activité antioxydante
de ces extraits vis-avis I’O,". On remarque d’apres ces voltamogrammes (figures VI-16, VI-17,
VI1-18 et VI-19), que I’augmentation de la concentration du substrat conduit & une diminution
du pic du courant anodique (Ip, %) de I’O,™, alors qu’il n y a pas eu une modification significative
dans I’intensité du pic cathodique. Cette diminution du pic anodique de I’O,” est due
a la réaction irréversible de I’extrait phénolique avec I’ O,”. Pour chague extrait, une série
des valeurs du pic (Ip. ) a été enregistrée.

Le comportement électrochimique de I’oxygene est peut étre résumé par les équations
(2)-(3) ou AH représente le compose antioxydant. Apres la réduction réversible de I’oxygeéne (1),
I’anion superoxyde généré réagit avec le AH (2) conduisant a des produits électrochimiquement
inactifs dans I’intervalle de balayage. Pour cette réaction on peut suivre I’hypothese d’un
transfert d’un atome d’hydrogene H (3) conduisant a un radical A’, qui peut ére un radical

phénoxy, a la base conjuguée du peroxyde d’hydrogéne [158-160].
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Selon la littérature, certains substrats donneurs de protons augmentent le courant
cathodique de I'oxygene d'un électron a une réduction a deux éectrons. Le mécanisme est décrit
par un premier transfert de proton (4) suivi d'un transfert d'éectron (5). Avec un deuxieme
transfert de proton (6) laréaction globale est une réduction biélectronigue de |I'oxygene (7).

Le mécanisme réactionnel est décrit comme suit :

O+e =0, (1)
O, +AH - composésinactifs (2)
0, +AH - OH +A’ 3)
O, +AH - HO, + A™ (4)
HO, + 0" - HO, +0; ©)
HO, +AH - H,O, +A" (6)
0, +26" +2AH — H,0, +2A° (7)

Les tracés des vaeurs de (IPas/IPay) en fonction de la concentration pour les extraits

et I’acide ascorbique sont schématisés dans la figure V1-20.

125




Partiell. Chapitre VI. Résultats et Discussion
C(Acétone) C(Méthanol)
1.2 -
i 12
B R2=10.991 R:=10.994
\t\‘“ 10
~ 08 1 ""&H&x :c,: 038
=ik ‘\.R Z 06
- ~&_ ,.?
< 04 i = 04 -
0.2
0.2
0.0 -
0 ’ : ‘ : 0 10 2 30
0 20 4an B0 &0
Concentration x [10°] mg/ml Concentrationx [10~’] mg/ml
G(Méthanol) I"acide ascorbique
12
12
- 14
te R=(.991 R?=0.996
~ o 084
E 0.8 &
SY: ~ 06 1
= 04 & g
0.2 i
D |
0 2 4 6 8 01 . T ’ ‘
0 10 0 30 40 50
Concentrationx [10-*] mg/ml Concentrations x [10*] mg/ml

FigureVI1-20. Le rapport (IpadIp=o) en fonction de la concentration
des extraits et de I’acide ascorbique.

Etant donnée larelation suivante :

I%

AVecC:

1% : pourcentage d’inhibition

IPag : densité du courant anodique en absence de substrat.

| Pas : densité du courant anodique en présence de substrat.

_ IPg-IP,

ol
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Aprés le calcul des valeurs de I’inhibition de I’O,", on les a tracé en fonction

de la concentration pour obtenir les courbes montrées dans lafigure VI-21.
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Figure VI-21. L’inhibition 1% en fonction de la concentration
des extraits phénolique et de I’acide ascorbique.

A partir de ces graphes, on a pu calculer les valeurs d’ICsy pour chague extrait phénolique

ainsi que celle de I’acide ascorbique. Ces valeurs sont données dans le tableau VI-6.
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Valeurs d’1Cs (g/l)
. ant d’extraction Acétone/ Eau M éthanol / Eau
Echantillon
Graines - 120.03
Cosses 61.16 15.64
Acide ascorbique 30.63

Tableau VI1-6. Vaeurs de IC50 pour les différents extraits phénoliques étudiés
et de I’acide ascorbique (Méthode de la voltamétrie cyclique).

10 48
120
100
80 +
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40 4

IC<, (mg)

20 .

Figure VI1-22. Classement croissant des extraits phénoliques étudiés selon leur 1Cs.
(Méthode de la voltamétrie cyclique).
On remarque d’apres ces résultats que seul I’extrait hydrométhanolique des cosses
a un pouvoir antioxydant supérieur a celui de I’acide ascorbique : son efficacité antioxydante
est deux fois plus supérieure a celle de la vitamine C, par contre les autres extraits phénoliques
ont des pouvoirs antioxydant moins importants (I’extrait hydroacétonique des cosses et I’extrait
hydrométhanolique des graines sont deux fois et quatre fois respectivement moins actifs
que la vitamine C). On peut conclure que la variation de la capacité antioxydante des extraits
hydrométhanolique des cosses comparativement a celle de la vitamine C pourrait principa ement
étre due ala présence de certaines molécules potentiellement actives.
Pour Vérifier la corrélation entre les valeurs de I’ICsy obtenus par voltamétrie cyclique

et les teneurs en polyphénols totaux, les teneurs en flavonoides, les valeurs d’AEAC pour
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les deux tests FRAP et PM et les valeurs d’ICsy du test de DPPH, on a tracé les courbes

schématisées dans lafigure VI-23.
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Figure VI1-23. Corrélation entre les ICsp (Voltamétrie cyclique) et les teneurs en phénols
Totaux, flavonoides, les AEAC (tests RPA et PM) et les 1Cx (test DPPH)
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A partir de ces résultats, et en traitant le premier cas, on remargue une bonne corrélation
entre I’activité antioxydante évaluée par la voltamétrie cyclique et la teneur en phénols totaux
(R?2 = 0.766) contrairement au deuxieme cas dans lequel elle est totalement indépendante
de la teneur en flavonoides (R? = 0) ce que révele la présence de molécules active responsables
de I’effet antioxydant et qui appartiennent aux phénols totaux. Pour |e reste des cas, on remarque
de trés bonnes corrdlations entre les résultats obtenus par voltamétrie cyclique et ceux obtenus
par les tests RPA et PM (R2=0.991 et 0.912 respectivement) et pour larelation entre voltamétrie
cycligue et test de DPPH, on peut dire que les résultats de ces deux méthodes peuvent étre
comparables (Rz = 0.800).
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VI1-3-Résultats de I’évaluation de I’activité inhibitrice de la corrosion de I’acier X52

en milieu acide

a- Les courbes de polarisation

Les courbes de polarisation de I’Acier X52 en absence et en présence des extrats
phénoliques C(Acétone) et C(Méthanol) a différentes concentrations, en milieu HCl (1N) sont

rapportées dans les figures V1-24 et V1-25.
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Figure VI1-24. Les courbes de polarisation a différente concentrations de C(Acétone).
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Figure V1-25. Les courbes de polarisation a différente concentrations de C(Méthanol).

131



Partiell. Chapitre VI. Résultats et Discussion

Les parameétres électrochimiques obtenus par I’exploitation des courbes de polarisation :
les densités de corrosion iqr, l€s potentiels de corrosion Ey, |es pentes anodiques et cathodiques
de Tafel B, et B, et I’efficacité inhibitrice R% des différentes concentrations des deux extraits
C(Acétone) et C(Méthanol) en milieu acide HCI (1N), sont regroupés dans les tableaux VI-7
et VI-8.

Le rendement de I’inhibition est calculé par larelation :

R% = (VOcorr - VCOff) X 100 / VOCOI‘I'

Avec:

Vocorr - Vitesse de corrosion sans addition de I’inhibiteur.

Vo : Vitesse de corrosion avec addition de I’inhibiteur.

C Ecorr Rp I corr Ba Bc Vcorr R%
(ppm) (mV) | (ohm.cm?) | (mA.cm?) (mV) (mV) (mm/an)

0 -488.2 24.36 0.5986 63.9 -84.5 6.654 0
400 -511.8 42.25 0.3414 62.0 -90.3 3.933 40.892
800 -501.2 56.36 0.3140 64.5 -104.4 3.406 48.815
1200 -483.9 97.10 0.1961 68.8 -107.1 2.293 65.539

2000 -489.7 113.41 0.1473 64.8 -102.9 1.723 74.105

Tableau VI-7. Les paramétres électrochimiques et I’efficacité inhibitrice du C(Acétone)

adifférentes concentrations. (Droites de Tafel)

C Ecorr Rp I corr Ba Bc Vcorr R%
(ppm) (mV) | (ohm.cm?) | (mA.cm?) (mV) (mV) (mm/an)

0 -488.2 24.36 0.5986 63.9 -84.5 6.654 0
400 -480.9 44.03 0.3539 59.8 -99.8 4.139 37.796
800 -486.0 73.55 0.2402 59.4 -106.4 2.809 57.784
1200 -476.5 100.68 0.1832 58.0 -131.2 2.142 67.808

2000 -482.1 103.37 0.1625 63.7 -101.5 1.900 71.445

Tableau VI1-8. Les parameétres électrochimiques et I’efficacite inhibitrice du C(Méthanol)

adifférentes concentrations. (Droites de Tafel)

A partir de ces résultats, la variation du rendement des inhibiteurs en fonction

de la concentration a été tracée et montrée dans les figures V1-26 et VI-27 suivantes.
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R%

Figure VI-26. Variation de I’efficacité inhibitrice en fonction de la concentration
de I’extrait C(Acétone). (Courbes de Tafel)

R%

Figure VI-27. Variation de I’efficacité inhibitrice en fonction de la concentration
de I’extrait C(Méthanol). (Courbes de Tafel)

Pour une température donnée, la relation entre la quantité adsorbée d’une espéce
et son activité dans la phase gazeuse ou liquide en contact avec la surface s’appelle isotherme
d’adsorption. Le plus utilisé parmi ces isothermes, celui de Langmuir, qui est donné

par I’équation suivante :
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C/6=Cte+C.
Letracé desvaeursde C/0 en fonction de C, nous permet de voir si nos extraits suivent
I’isotherme de Langmuir lors leur déposition sur la surface de I’électrode de travail ou non.
(Figures VI1-28 et V1-29).
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Figure V1-28. Isotherme de Langmuir de I’extrait C(Acétone).
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Figure VI1-29. Isotherme de Langmuir de I’extrait C(Méthanol).

A partir de ces résultats, on remarque d’apres les droites de Tafel que pour les deux

extraits phénoliques I’augmentation de la concentration conduit a:
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* une augmentation du rendement de I’inhibition, jusqu’a ce qu’il atteint les valeurs
de 74.105% et 71.445% pour C(Acétone) et C(Méthanol) respectivement.
* Une diminution de la densité de la corrosion de la valeur de 0.5986 mA.cm? aux valeurs
de 0.1473 mA.cnm? et 0.1625 mA.cm? pour C(Acétone) et C(M éthanol) respectivement.
La superposition des droites de Tafel pour les deux extraits, et pour toutes
les concentrations, a montré que I’addition des extraits phénoliques dans le milieu a conduit
a un déplacement du potentiel de corrosion vers les valeurs négatives ce que révéle
gue ces extraits sont des inhibiteurs cathodiques.
D’apres les figures VI-26 et VI-27, les valeurs de R2 indiquent que I’allure d’adsorption

de ces extraits est du type d’isotherme de Langmuir.
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b- Spectroscopie d’impédance électrochimique

Les diagrammes de Nyquist de I’Acier X52 en absence et en présence des extraits
phénoliques C(Acétone) et C(Méthanol) a différentes concentrations, en milieu HCl (1N) sont

rapportées dans les figures V1-30 et V1-31.
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Figures VI-30. Digrammes de Nyquist a différentes concentrations de C(Acétone).
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FiguresVI-31. Digrammes de Nyquist a différentes concentrations de C(Méthanal).

Les résultats obtenus par I’exploitation des diagrammes de I’impédance électrochimique :

Les valeurs de larésistance de transfert de charge R; les valeurs de la capacité du double couche
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Ca et les valeurs de I’efficacité inhibitrice R% pour différentes concentration des deux extraits
C(Acétone) et C(Méthanol) en milieu acide HCl (1N) sont donnés dans les tableaux VI-9

et VI-10.

Pour la méthode de I’impédance, le rendement de I’inhibition est calculé par larelation :

AVec:

R% = (1- (C’g / Cq)) x 100

Ca : Capacité de ladouble couche sans addition de I’inhibiteur.

C’q1: Capacité de la double couche avec addition de I’inhibiteur.

(p.fm) (HF 2) (ohrrFf.tcmZ) (ch.:g:nz) R%
0 40 | 2376007 | 4.12844
400 40 | 589842 | 268431 | 34.98004
800 40 | 717500 | 212663 | 48.48829
1200 25 | 96.1234 | 154576 | 62.55825
2000 40 | 115.146 | 0.957053 | 76.81805

Tableau VI1-9. Les parametres electrochimiques et I’efficacité inhibitrice du C(Acétone)

adifférentes concentrations (M éhode de I’impédance).

(p.fm) (HF 2) (ohrrFf.tcmZ) (ch.:g:nz) R%
0 40 | 2376007 | 4.12844
400 25 | 610016 | 2.98055 | 27.80445
800 25 | 719789 | 2.39602 | 41.96307
1200 25 | 96.9862 | 1.75836 | 57.40861
2000 25 | 115934 | 1.37608 | 66.66828

Résultats et Discussion

Tableau VI-10. Les parametres électrochimiques et I’efficacité inhibitrice du C(Méthanol)

adifférentes concentrations (Méthode de I’impédance).

A partir de ces résultats, la variation de I’efficacité inhibitrice des deux extraits
en fonction de la concentration a été tracée et montrée dans les figures V1-32 et V1-33 suivantes.
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76.82

R%

Figure VI-32. Variation de I’efficacité inhibitrice en fonction de la concentration
de I’extrait C(Acétone). (Méthode de I’impédance)

R %

Figure VI-33. Variation de I’efficacité inhibitrice en fonction de la concentration
de I’extrait C(Méthanol). (Méthode de I’impédance)

A partir de ces résultats, on remarque dans les figures V1-30 et VI-31 que les diagrammes
de Nyquist qui sont caractérisés par des boucles capacitives dont leurs rayons augmentent avec
I’augmentation des concentrations de I’extrait dans le milieu, accompagné d’un accroissement

de la résistance au transfert de charge R; jusqu’a atteindre les valeurs de 115.146 ohm.cm?
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et 115.934 ohm.cm? avec des rendements maximaux de 76.818% et 66.866% pour C(Acétone)
et C(Méthanol) respectivement (Tableaux VI-9 et VI-10) ce qui est expliqué par la formation
d’un film de passivité sur la surface de I’électrode de travail.

Par anayse des figures VI-32 e VI-33 il est évident que I’augmentation
de la concentration des deux extraits dans le milieu conduit a une amélioration de leur efficacité
inhibitrice contre la corrosion, et pour mieux connaitre le mécanisme d’inhibition.
les figures VI-34 et VI-35 montrent la linéarité entre les concentrations des extraits et leur

capacité inhibitrice, suivant I’isotherme de Langmuir donc il s’agit d’une adsorption chimique.
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Figure VI1-34. Isotherme de Langmuir de I’extrait C(Acétone). (Méthode de I’impédance)
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Figure VI1-35. Isotherme de Langmuir de I’extrait C(Méthanol). (Méthode de I’impédance)
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De nos jours, I'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand
intérét dans la recherche biomédicale et devient aussi importante que la chimiothérapie.
Ce regain d’intérét vient d’une part du fait que les plantes meédicinales représentent une source
inépuisable de substances et de composés naturels bioactifs et d’autre part du besoin
de la recherche d’une meilleure médication par une thérapie plus douce sans effets secondaires.

Les extraits naturels issus des plantes contiennent une variété de composes phénoliques
auxquelles on attribue des capacités antioxydantes et inhibitrice de la corrosion.

Dans le présent travail, on s’est intéressé aux effets antioxydants et inhibiteurs
de la corrosion des extraits phénoliques des cosses et graines de I’Acacia arabica, plante
largement utilisée en médecine traditionnelle atravers le monde.

Les résultats obtenus dans I’analyse quantitative des composés phénoliques (polyphénols
totaux et flavonoides) nous laissent a constater que les gousses égrenées de cette plante sont
une source importante et prometteuse de polyphénols a I’encontre des graines. En paralléle,
I’analyse quantitative du contenu en flavonoides realisée en utilisant 1a méthode colorimétrique
du chlorure d’aluminium, nous a montré que ces extraits sont pauvres en flavonoides.

Les résultats obtenus montrent que les composés phénoliques de la plante sont plus
extractibles par I’acétone que le méthanol, car on note que la quantité la plus forte en phénols
totaux vaut 275.75 mg/g dans I’extrait hydroacétonique des cosses, supérieure a la meilleure
valeur enregistrée pour les extraits hydrométhanoliques qui est 259.28 mg/g, ce qui explique
la présence des composés phénoliques moyennement polaires dans les cosses de I’acacia arabica.

L’évaluation de I’activité antioxydante s’est portée sur I’application de différents tests
chimiques (RPA, MP, DPPH) et |a voltamétrie cycligue comme méthode é ectrochimique.

D’apres les résultats des tests chimiques, nous avons proposé différentes observations
et interprétations liées a I’activité antioxydante de la plante étudiée. Tout d’abord, I’activité
réductrice évaluée par le test RPA exprimé en AEAC, montrent clairement que les extraits
des cosses ont le pouvoir le plus intéressant par rapport a ceux des graines, et celui de I’extrait
hydrométhanolique des cosses est le plus intéressant. En comparant ce dernier avec |’acide
gallique, on trouve qu’il est 5000 fois plus puissant que ce fameux antioxydant. Les valeurs
d’AEAC se correlent positivement avec tout le contenu en phénols totaux, avec un facteur
de corrélation de I’ordre Rz = 0.76, par contre la corrédation est trés faible en fonction
de lateneur en flavonoides (R2?=-0.13).

Les mémes observations pour les résultats du test PM, les extraits des cosses sont toujours

les plus remarquables par leur effet réducteur, notamment [I’extrait hydrométhanolique,
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qui est 3000 fois plus puissant que I’acide gallique. Les valeurs d’AEAC se corrélent avec a peu
prés toutes les teneurs en phénols totaux (R = 0.97), ce qui n’est pas le cas avec les flavonoides
(R2=0.17).

Les résultats du test de DPPH, offrent aussi un index putatif du potentiel antioxydant
des extraits des cosses de la plante étudiée. On a observé des valeurs considérables d’ICsg
de ces extraits comparées a celle de la vitamine E, (I’extrait hydroacétonique est 4 fois plus
efficient que la vitamine E), les valeurs de I'lCsp se corrélent tres bien avec la teneur
en phénaols totaux (R?= 0.99) moyennement avec la teneur en flavonoides (R2=0.34). Confirme
encore que la capacité antioxydante de la plante étudiée est due a la teneur en phénols totaux,
et ala présence de certaines molécul es potentiellement actives.

L’activité antioxydante de nos extraits évaluée par la méthode éectrochimique
de la voltamétrie cycligque, a été remarquable seulement pour les extraits des cosses, spécialement
I’extrait hydrométhanolique, qui a montré une efficacité 2 fois plus importante que celle
de I’acide ascorbique. Les facteurs de corrélation des valeurs d’ICsg par rapport aux teneurs
en phénols totaux et flavonoides (R2 = 0.76 et R2 =0 respectivement) révelent que cette activité
est due essentiellement a la présence de molécules phénoliques potentiellement actives.
On remargue de trés bonnes corrélations entre la méthode de la voltamétrie cyclique et les tests
chimiques utilisés précédemment (R2 = 0.99, 0.91 et 0.80 pour la RPA, PM e DPPH
respectivement).

L’étude de I’activité inhibitrice des extraits des cosses de I’acacia arabica, effectuée
par les deux méthodes dectrochimiques: I’extrapolation des droites de Tafel et I’impédance
électrochimique, a montré a travers des résultats obtenus que I’addition des ces extraits dans
un milieu acide inhibe la corrosion de I’acier XC52, et I’augmentation de leurs concentrations
dans le milieu corrosif conduit ala diminution de la densité de corrosion en augmentant au méme
temps leurs rendements de I’inhibition, les déplacements du potentiel montrent qu’ils s’agit
des inhibiteurs de nature cathodique, qui suivent I’isotherme de Langmuir: I’adsorption
de cesinhibiteurs sur la surface du métal est de nature chimique.

Pour mieux évaluer le pouvoir antioxydant des extraits de I’acacia arabica, des études
comparatives similaires doivent étre appliquées sur d’autres parties de cet arbre telles
que les feuilles, I’écorce et les racines afin de localiser la teneur maximale en polyphénols
et d’autre métabolites secondaires ayant des effets curatifs intéressants. De méme, des études
approfondies sur la pharmacocinétique et la pharmacodynamique de ces principes actifs seraient

utiles pour la détermination des doses préventives et thérapeutiques.
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Annexe

Le matériel utilisé dans la partie expérimentale, est decrit ci-aprés:

Solvants et produits chimiques:

Produits propriétés

M éthanol Pureté de 99% Biochem Chemopharma
Acétone Pureté de 99% Merk

Eau bi distillée

Ether de pétrole d=0,65

Acétate d’éthyle d=88,1, 99,8%, CaHsO2

Ethanol 95%, d=46,7

Sulfate d’ammonium

S04 (NH4)2, d=132,14

Acide ortho- phosphorique

H3PO, (85%) Riedel

Acide chlorhydrique P=36% d=1.178 M=36.5 g/mal
Réactif de Folin d=1,22

DMF

Na,CO3 d=105,99, 99,8%

Verrerie et petit matérid:

Ampoules a décanter (figure A.1).
Ballons

Erlenmeyer

Fioles de 10ml, 20ml, 50ml et 100ml.

Béchers de 50ml, 100ml.
Pipette de 1ml, 10ml, 25ml.
Tubesa .

Entonnoairs.

Parafilm

Papier verre

Spatule

Cuvette de spectrophotometre.

Papier aluminium.
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Figure A-1. Extraction des polyphénals.

Equipement et appareilsde mesure

L’appareil propriétés

Balance électrique OHAUS, 0,0000g

Etuve sous vide LDO-080N, Tmax =320°C
Rotavapeur R-210 Buchi, Tmax=95°C
UV-visible IMS, N°021, 10v-AC, 24w
Micropipette SL-plus 100
Spectrophotometre UV-Visible 80 DV (figure A-2)

Ordinateur, cellule éectrochimique

Montage pour voltamétrie cyclique atrois éectrodes (Figure A-4) et appareil

(Figure A-3) PG7301

Montage pour les courbes de polarisation | Ordinateur, cellule électrochimique

et I’'impédance atrois éectrodes (Figure A-5) et appareil
PGZ301

Micro ordinateur PGz 301

Cellule
électrochimique

Figure A-3. Montage pour la voltamétrie cyclique
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Figure A-5. Cellule électrochimique et électrodes utilisés en mesures d’impédance.

Pour les électrodes utilisées dans e montage de la voltamétrie cyclique :
1-électrode de travail : ou seffectue la réaction redox, c’est une microélectrode de carbone
vitreux de diamétre de 3 mm, attaché a une tige, lavé avant chaque enregistrement avec
de I'acétone et nettoyé par un papier abrasif.
2-électrode auxiliaire : est une électrode de platine
3-électrode deréférence : éectrode de calomel saturé de KCI ( Egcs)
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Celles utilisées pour étudier e phénomeéne de la corrosion sont :
1-électrode de travail : ou seffectue la réaction redox, elle est en acier X52 (dont
la composition chimique est donnée dans le tableau A-1), de forme cylindrique d’un diamétre
de 1cm?
2-électrode auxiliaire : est une électrode de platine
3-électrode deréférence : éectrode de calomel saturé de KCI ( Egcs)

C Si Mn p S Cr Mo Ni Al
0,1038 0,1261 0,971 | <0,0021 | 0,0021 | <0,0100 <0,005 <0,0050 0,0320
Co Cu Nb Ti \Y W Sn Fe
<0,0500 <0,0100 | 0,0419 | 0,0025 | <0,005 [ <0,0500 | <0,0050 <98,7

Tableau A-1. Composition chimique de I’ Acier X52.

Polissage de I’électrode de travail (tafel et |E) :

Pour éliminer les pellicules d’oxyde ainsi que les différents dépbts qui se forment
sur la surface des éectrodes afin que celles-ci soient leurs plans lisses et uniformes,
le polissage doit étre effectué avant chaque essai électrochimique.

Parmi les différentes méthodes de polissage, nous avons utilise e polissage mécanique
puis on continue manuellement a I’aide du papier émeri a différents degrés de granulation
(400 a 4000) suivi d’un lavage a I’eau distillée afin d’éliminer les produits d’abrasion, enfin

on séche I’électrode.




