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Résumé

Le travail porte sur 1’étude chimique, la détermination de D’activité antimicrobienne et
Iactivité inhibitrice de la corrosion de I’aluminium de I’huile essentielle de 1’algue brune
Dictyopteris membranacea, de la famille des Dictyotacées, récoltée au niveau de la Corne
d’Or a Tipaza.

Un extrait éthéré a été préparé a partir de I’algue séche avec un rendement de 1 %. La fraction
volatile a été préparée par hydrodistillation de ’extrait brut en utilisant le montage de Dean
Starck modifié avec un rendement moyen de 15 %. L’analyse par CG/SM de la fraction
volatile a permis de révéler 35 composés. L’identification des différents composés a été faite
en se basant sur les banques de données spectrales (Wiley 7n.1, NBS 75k.1, Nist 02) ainsi que
sur les données de la littérature. L’analyse chimique a montré que la fraction volatile renferme
une fraction d’hydrocarbures en C;; (dictyoptéreéne A, 6-but-1-&nyl- cyclohepta-1,4-diéne, 6-
butylcyclohepta-1,4-diéne), une fraction de sesquiterpénes (alpha.-Cubébéne, copaéne, (-)-
Calameneéne), un dérivé soufré et une classe d’acides gras.

L’activité antibactérienne de la fraction volatile a été évaluée sur huit souches, Escherichia
coli, staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Agrobacterium tumefaciens,
Listeria monocytogenes, Salmonella enterica et Micrococcus luteus. Cette étude a montré une
forte activité antibactérienne de la fraction volatile vis-a-vis de Staphylococcus aureus avec
une zone d’inhibition de 34 mm.

L’activité antifongique a été déterminée sur une levure et une moisissure. La fraction volatile
a montré un pouvoir trés fortement inhibiteur vis-a-vis de candida albicans avec une zone
d’inhibition de 30 mm.

La fraction volatile a montré une certaine efficacité dans 1’activité inhibitrice de la corrosion

vis-a-vis de I’aluminium.

Mots clés : Dictyopteris membranacea, fraction volatile, CG/SM, activité antimicrobienne,

activité anticorrosion



Abstract

This study is devoted to chemical study, antimicrobial activity and corrosion inhibition
against aluminum of the volatile fraction of the brown alga Dictyopteris membranacea
collected off the Corne d’Or at Tipaza. A crude ether extract was prepared from the dry alga
with a yield of 1 %. The volatile fraction was prepared by steam distillation of the crude
extract using the modified Dean Starck apparatus with an average yield of 15%. Analysis by
GC / MS of the volatile fraction revealed 35 compounds. The identification of the compounds
was based on the spectral database (Wiley 7n.1, NBS 75k.1, Nist 02) as well as the literature
data. The volatile fraction contains a Cy; hydrocarbon fraction (dictyopterene A, 6-but-1-enyl
cyclohepta-1,4-diene; 6-butylcyclohepta-1,4-diene), a sesquiterpenes fraction (alpha.-
Cubebene, copaene, (-)-Calamenene), a sulfur derivative compound and a class of fatty acids.
The antibacterial activity of the volatile fraction was evaluated against eight strains,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Agrobacterium
tumefaciens, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica and Micrococcus luteus. This
study showed a strong antibacterial activity of the volatile fraction against Staphylococcus
aureus with a diameter zone of inhibition equal to 34 mm.

The antifungal activity was determined on yeast and a mold. The volatile fraction showed a

very strong inhibitory power against Candida albicans with a diameter zone of inhibition

evaluated at 30 mm.

The volatile fraction has shown a relative activity in corrosion inhibition against aluminum.

Keywords: Dictyopieris membranacea, volatile fraction, GC / MS, antimicrobial activity,

anticorrosion activity.
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Introduction générale

Notre pays est profondément marqué par la mer, sa face maritime qui s’étale sur 1200 Km,
ce qui implique 1'existence de milliers d'espéces marines (faune et flore) particulicrement les
algues qui représentent une biomasse trés importante.

Les algues sont parmi les premiers étres vivants sur la terre, elles sont apparues il y a environ
5 milliards d’années, elles ne peuvent survivre et se développer que par la photosynthése.

Il y a une multiplication d’espéces d’algues suivant les milieux, que ce soit en eau chaude,
€quatoriale, eau froide ou en océan polaire.

Les algues sont constituées en majorité par des organismes unicellulaires qualifiés de
"microalgues" et en minorité par des individus multicellulaire "macroalgues" ; tous deux
jouent un rdle primordial dans le maintien de 1'équilibre chimique et biologique des océans.
Les macroalgues sont classées selon des criteéres de pigments en trois classes : Algues brunes,
Algues rouges et Algues vertes.

Les algues constituent aujourdhui un enjeu majeur de développement économique. Elles
représentent une source riche de structures nouvelles et de métabolites biologiquement actifs
d'intéréts potentiels dans les domaines alimentaire, pharmaceutique, parfum et cosmétique et
dans d’autres secteurs de I’industrie.

L’étude phytochimique de certains classes d’algues a permis d’isoler un nombre important de
meétabolites, souvent de nature terpénique, dotés de propri€tés antimicrobienne, antifongique,
anticancéreux, qui peuvent dans un futur proche constituer des solutions a des maladies
actuellement incurables.

Il ya lieu de souligner la présence dans la fraction volatile des algues d’une classe de produits
volatiles a 11 atomes de carbones jouant un rble trés important dans la communication
chimique.

Notre sujet s’intégre dans cette large thématique et porte sur I’étude d’une espéce appartenant
a la classe des algues brunes ou phéophycées, algues presque exclusivement marine,
caractérisées par des pigment brun-rouge comme la fucoxanthine, qui masque la chlorophylle
aetc.

L'objectif du présent travail est I’étude phytochimique de I’algue brune Diciyopfteris
membranacea et d’évaluer son activité antimicrobienne et la détermination de I’activité

. inhibitrice de la corrosion de I’aluminium.



Ce travail comporte deux parties :
1. Une synthése bibliographique comportant un apergu général sur les algues marines, la
composition chimique et leur activité biologique.
2. Une partie expérimentale consacrée a :
e Préparation de I’extrait brut,
e Préparation de la fraction volatile,
e Analyse de la fraction volatile par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse,
e Détermination de I’activité antimicrobienne de la fraction volatile,

e Tests d’inhibition de la corrosion de 1’aluminium de la fraction volatile.



PARTIE I

Synthese bibliographique



L.1 Généralité sur les algues

Les algues regroupent un ensemble de végétaux photosynthétiques trés divers et dont
’appareil végétatif relativement simple est appelé «thalle». Celui-ci contient une structure a
sa base (rhizoides, crampons, disques...) permettant ’ancrage de 1’algue sur un support: une
roche (algues épilithes), une plante (algues épiphytes), un animal (algues épibiontes) ou
parfois méme le sable. Le thalle présente une grande diversité de formes allant de lames
simples a des structures plus complexes semblables a des tubes, des tiges et des feuilles ou
encore des boules remplies d’eau. La texture est également trés variée: certaines algues sont
gélifiées, voire de texture cartilagineuse ou spongieuse. Le nombre et le type de ramifications
(insertion, organisation et hiérarchisation de ces ramifications par rapport a ’axe principal)
sont des critéres importants pour identifier les algues.

Enfin, certaines algues présentent un thalle trés rigide, suite a I’accumulation de carbonate de
calcium ou aragonite, dans les parois de leurs cellules. Certaines algues rouges sont méme
presque entierement calcifiées et forment des crofites aussi dures que les rochers leur servant
de support [1].

Les cellules des algues possédent les mémes éléments de structure que celles des plantes
supérieures. Elles ont une paroi cellulaire partiellement cellulosique, des petits noyaux et des
plastes pigmentés ou chromatophores comportant de la chlorophylle souvent masquée par des
pigments surnuméraires qui donnent aux thalles des couleurs [1].

Elles ont des formes et des dimensions trés variables. Certaines sont microscopiques et
d’autres mesurent plusieurs métres de longueur, mais elles ont toutes des caractéres communs.
Elles sont essentiellement aquatiques dans les eaux douces ou marines, et certaines vivent sur
la neige ou la glace des régions polaires et des hautes montagnes.

D’autres au contraire survivent dans les eaux des sources thermales a des températures

élevées (algues thermophiles). Elles comprennent 20 000 & 30 000 espéces dans le monde,
soit 18% du régne végétal [2].

1.1.1 Classification des algues

C'est le botaniste frangais Joseph Pitton de Tournefort (1656-1708)[3], qui a réuni les
espeéces en genres puis le naturaliste suédois Carl Von Linné (1707-1778), fondateur de la
Systématique (ou Taxonomie), qui a classé les organisimes c¢n groupes de plus en plus larges :

especes, genres, familles, ordres, classes, embranchements (ou phylums) et régnes.

4



Les algues, selon Feldmann et Chadefaud [4,5], sont classées en six embran-
chements différenciées par la nature des pigments, la nature et la situation des réserves
glucidiques et la présence ou I’absence, le nombre et la disposition des flagelles :
e Pyrrophycophyta : Algues unicellulaires marines ou d’eau douce,
e Euglenophycophyta : Algues unicellulaires des eaux douces riches en matiéres
organiques,
e Chrysophycophyta : La plupart sont unicellulaires. Eau douce, eau de mer,
e Chlorophycophyta : Algues vertes. Unicellulaires ou pluricellulaires. Marines, eaux
douces, milieux terrestres,
e Phaophycophyta : Algues brunes. Toujours pluricellulaires, presque toutes marines,
e Rhodophycophyta : Algues rouges. Surtout pluricellulaires et en grande majorité

marines.

1.1.2 Répartition des algues

Les algues sont liées a I’eau et peuvent dés lors s’installer dans tous les types d’habitat
suffisamment humides et éclairés. On peut les retrouver en eau douce, en mer, sur sol humide
et méme sur la neige. Les algues étant photosynthétiques, elles sont dépendantes de la
présence de la lumiére. Egalement, Les algues nécessitent d’étre fixées a un substrat, par
conséquent, la texture, le degré de cohésion et la nature chimique du substrat ont une

importance sur la répartition spatiale des especes [6].

1.1.3 Etude taxonomique de I’espéce Dictyopteris membranacea
i. Systématique : Actuellement, cette espéce porte le nom de Dictyopteris membranacea
(Stackhouse) Batters [7,8]. D’autres appellations ont été aussi utilisées dans des travaux

antérieurs, nous avons noté :

Fucus membranaceus (Stackhouse) [9,10],
Dictyopteris polypodioides Lamouroux [9,10],
Haliserispolypodioides (Desfontaines) Agardh [11].

L’espéce Dictyopteris membranacea appartient a :
- Embranchement : Pheeophycophyta (Chromophytes),
- Classe : Phéophycées ou Fucophycées,
- Ordre : Dictyotales.

- Famille : Dictyotacées.



- Genre : Dictyopteris.

- Espéce : membranacea Batters.

ii Description [8,12] : Algue brune atteignant 10 cm de hauteur (figure 1) dont le thalle brun
jaunatre aplati, mince se dédouble réguliérement (ramifié¢ dichotomiquement) en laniéres de
2-8 mm de large, a nervure centrale bien visible de la base au sommet.

iii Biologie [8,12] : Algue vivace, subsiste a la mauvaise saison par sa partie basale réduite a
la nervure. Le cycle de développement voit alterner 2 générations (2 types de thalles
semblables morphologiquement : cycle digénétique isomorphe).

iv Ecologie [8,12] : Espéce cosmopolite qui se rencontre sur les rochers peu éclairés (espéce

sciaphile) de 1'étage infralittoral et de I'étage circalittoral.

Figure 1 : Dictyopetris membranacea (Stackhouse) http://www.algaebase.org



1.2 Composition chimique des algues brunes

1.2.1 Généralités sur les terpénes
Les terpénes appartiennent a la vaste famille des isoprénoides. Ils possédent des structures,
des propriétés physiques et chimiques et des activités biologiques trés diverses. Plusieurs
d'entre eux sont exploités a I'échelle industrielle. Le mot « terpéne » tire son origine du mot de
huile de térébenthine, cette huile a été découverte en 1818 comme étant un mélange
d'hydrocarbures avec un ratio carbone-hydrogéne de (5:8) [13].
En 1959, il a été proposé une nomenclature pour les dérivés isopréniques en fonction du
nombre d'unités d'isopréne qui les constitue [14] : monoterpénes (Cjo), sesquiterpénes (C;s),
diterpenes (Ca), sesterpenes (Cas), triterpénes et terpénoides (Csp) et caroténoides (Cqo).
Biogénétiquement, les terpénes ont pour précurseur I’acide mévalonique, obtenu par
activation enzymatique d’une molécule d’acide acétique.
La phosphorylation et la décarboxylation qui suivent aboutissent & une unité isoprénique de
base : le pyrophosphate de3-isoprényle (PPI-3) [14].
Cette unité est isomérisée en pyrophosphate de 2-isoprényle (PPI-2) qui joue le role d’agent
alkylant envers d’autres groupes PPI-3. Selon le nombre d’unités isopréniques fixées, on
obtient :

e Par le pyrophosphate de géranyl (PPG), les monoterpénes.

e Par le pyrophosphate de farnésyle (PPF), les sesquiterpénes.

e Par le pyrophosphate de géranylgéranyle (PPGG), les diterpénes.
La classe des terpénoides, largement répandue dans le régne végétal (supérieur et inférieur),
est aussi connue chez les animaux et les micro-organismes. Au sein des différents organismes
qui les produisent, les terpénoides jouent un réle fonctionnel de défense et de communication.
Dans la vie de I’homme, les produits terpéniques sont largement utilisés dans la parfumerie,

les savons et cosmétiques et en pharmacologie.

1.2.2 Terpénes des algues brunes

Au méme titre que les monoterpénes et les sesquiterpénes, les composés diterpéniques
constituent une grande classe de composés isopréniques chez les macroalgues, les
phéophycées en renferment le pourcentage le plus élevé (figure 2). Les diterpénes sont bien

connus dans le régne végétal (supérieur et inférieur) comme en témoigne la richesse



bibliographique décrite dans ce domaine [15-20], on les rencontre aussi chez certains insectes
et d’autres organismes marins tels que les éponges [21-24]. L’activité biologique fort
intéressante décelée chez de nombreux diterpénes naturels [25-26] a suscité un engouement
particulier chez les chimistes organiciens, qui, profitant de ’essor que connait la synthése
organique, consacrent beaucoup de travaux a la synthése des structures diterpéniques isolées a

partir des produits naturels [27-30].

Chlorophycées

Phéophycées Rhodophycées

Figure 2 : Répartition des diterpénes dans les macroalgues

1.3 Composés volatils des algues brunes

Les algues brunes produisent des dérivés volatils dont la nature chimique et la fonction
biologique sont différentes de celles des algues rouges [31]. Ce sont des hydrocarbures a 11
atomes de carbone sans halogenes qu’on peut classer selon leur structure chimique en quatre
groupes [32] : (a) dérivés du cyclopropane, (b) dérivés du cyclopenténe, (c) dérivés du
cycloheptadiene et (d) les oléfines acycliques. Le seul hydrocarbure volatil a huit atomes de
carbone identifi€¢ dans les algues brunes est le fucoserratene. Ces produits qui sont connus
chez toutes les especes des phéophycées ne sont pas spécifiques d’un ordre ou d’une famille.
Ils interviennent dans le processus de reproduction de I’algue, ce sont des phéromones
sexuelles.

Actuellement 12 phéromones (planche 1) et plus de 50 stéréoisomeéres sont connus dans plus
de 100 especes d’algues brunes [33-35]. La biogénése des hydrocarbures en C-11 est

également connue chez les diatomées [36,37] et les microalgues [38]. Ces mémes



hydrocarbures en C;; sont aussi métabolisés chez les végétaux supérieurs, toutefois, la

biosynthése suit une voie différente de celle des algues [39].
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4 8 12
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Planche 1: Phéromones identifiées dans les algues brunes

1.3.1 Phéromones des algues brunes

Les phéromones sont bien connues comme étant des molécules organiques ayant plusieurs
rdles dans la communication entre différents organismes d’une méme espéce. Un de ces roles
est la communication sexuelle.

Les gamétes femelles sécrétent un mélange de produits et non pas une seule
phéromone. Toutefois, il a été vérifié que l'activité biologique est associée a un seul
constituant qui peut ne pas éure le produit majeur. Ces sous-produits jouent quelquefois un
role de modulateur de réponse des gamétes et en général, ils n’ont pas une fonction biologique
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déterminée [32]. Ils appartiennent & la méme classe chimique que le produit biologiquement
actif avec des instaurations variables. L’utilisation des différents stéréoisomeres des
phéromones augmente la diversité des signaux moléculaires. Le tableau 1 regroupe les
phéromones isolées, les espéces d’algues dans lesquelles elles ont été identifiées ainsi que leur

activité d’attraction (A) ou d’émission (E).

Tableau 1: Phéromones isolés a partir des algues brunes

Nom de la . Attrgct?on/
N° ! Structure chimique | Emission Espéces d’algues
phéromone AJE
Scytosiphonsp. Ectocarpus
A fasciculatus, Adenocystis tricularis.
1 |Ectocarpene 6\/ Sphacelaria rigidula
/ A/E Desmarestia acculeata (6R),
2 | Desmarestene 6\/ Dlwirids
A Cladostephus spongiosus (6R),
D.firma (6R)
A Dictyota dichotoma , Dictyota
) A diemensis, Dictyota prolifera.
3 | Dictyotene @A

Laminaria angustata, L.sinclari
L.japonica, L.digitata,
L.hyperborea
L.sacharina, Pleurophydus, Alaria
classiforia, A.esculenta,
A.marginata, Ecklonia radiata,

= Eiseniaarborea, Pterygophora

4 | Lamoxirene d AE cagfornia, undar.iapin.natzﬁda,

ictyoneuropsis reticulata,

Lessoniavariegata, Lessoniopsis
littoralis, Macrocystis integrifolia,
Macrocystis pyrifera, Nereocystis
luetkeana , Pelagophycus porra,
Agarum cribrosum, Cymmathere

triplicata, Hedophyllum sessile,

Kjellmaniella gyrata,
= | Cvstophorene PPN A Cystophorasiliquosa.
ystophor
6 Fucco- SN AN Fucus serratus, F.spiralis,
serratene A Fvesiculosus.
7 Fres H=/\ Ecrocarpus siliculosus.

ectocarpene
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8 |Hormosirene

1A

Hormosira banksii, Xiphophora
chondrophylla, X gladiata,

" Durvillaea antarctica,
D.potatorum, D.willana,
Colpomenia peregrina, C.bullosa,
Ascoseira mirabilis, Myelophycus
simplex, Scytosiphon lomentaria.

9 | Multifidene

.

Cutleria multifida, Zonaria
angustata, Chorda tomentosa.

10 |Viridene

Syringoderma phinneyi,
Syringoderma. sp

11 |Caudoxirene

.
e

IM
~x
X

o)

Perithalia caudata, Dictyosiphon
foeniculaceus.

1.3.2 Biosynthése des hydrocarbures en Cy;

L’étude de la biosyntheése des hydrocarbures en C;; intervenant dans le processus de
reproduction des algues est ardue du fait des faibles quantités de phéromones libérées, c’est
la raison qui a poussé les chercheurs a trouver d’autres sources de ces phéromones. Des
travaux effectués sur les produits volatils des plantes terrestres ont montré que certaines huiles
essentielles contiennent les hydrocarbures en Cyj, c’est le cas de 1’ectocarpene (1) et du pre-
ectocarpene (7) qui ont été identifiés dans I’huile essentielle d’ananas [40]. Dans ce cadre, la

plante terrestre senecio isatideus,

majeur est D’ectocarpene [41], a été la premicre espéce a étre utilisée dans I’étude de la

biosynthese des phéromones d’algues.

appartenant a la classe des 4steraceae et dont le métabolite

\.
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Planche 2 : Biosynthese des hydrocarbure en C;; dans Senecio isatideus

1.4 Composition chimique des espéces du genre Dictyopteris

Clest vers les années 1960 qu'un Japonais (Katayama) a étudié les constituants volatils de
certaines algues marines. Etant donné les faibles rendements obtenus par la technique de
distillation a la vapeur, ces recherches ont ét¢ supplantées rapidement par les techniques
d'extractions par solvants organiques.

C'est seulement a la fin des années 1970 que Moore et d'autres chercheurs se sont & nouveau
penchés sur la question des produits volatils d'origine marine.

Selon Moore (1977), la seule substance volatile découverte avant 1966 est le sulfure de
diméthyle. A partir d'une distillation 4 la vapeur de l'algue brune Dictyopteris plagiogramma
d'Hawaii, Moore obtient des composés non-isoprénoides a onze carbones. Il s’agit des
dictyopterénes A, B, C’ (dictyotene), D’ (ectocarpene) (planche 4), ainsi qu’en plus faible
quantité des isomeres de |'undéca-1, 3,5-triéne et de 'undéca-1, 3, 5,8-tétraéne. Soulignons
que les undécatriénes sont treés appréciés en parfumerie pour leur odeur ‘verte’ caractéristique.
Ce sont les constituants majeurs de essence de galhamum. qui par ses propriétés olfactives

est a ’origine des parfums actuels a note verte [41].



A” NN
Y.

W
12
Dictyopterene A
/\/\/:\N \/=\/—W
5 :
Dérivés de I'Undéca - 1,3,5,8 -triéne
i i W o W
Dictyopterene D'
(Ectocarpene)

Dérivés de 1'Undéca -1,3,5 -triéne

A K2 O\/\ SN NN
M

Dictyopterene B

Dictyopterene C' Undéca -2,4,6 -triéne

Planche 3 : Polenes odorants en C;; des espéces hawaiiennes du genre Dictyopteris

En contraste avec les travaux plus anciens, mentionnés par 1. Flament (1984), qui présentent

de Dictyopteris divaricatadu Japon, une mixture intéressante des sesquiterpenes du type
cadinéne.

H —
s oS
HO/II .
H AN
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0 OH

.,///‘/

(+) -b -Eleméne
OH

Dictyopterone

a -Selinéne -1b -Ol b -Selinéne -1b -Ol

Planche 4 : Sesquiterpénes de Dictyopteris divaricata
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Une étude plus récente [42] de I’espéce Dictyopteris membranacea récoltée sur les cotes
méditerranéennes Frangaises (Ville-Franche sur mer) a montré que Pextrait obtenu par
extraction au mélange de solvants méthanol-chloroforme (1/1, v/v) contient, outre les

polyénes et acides gras déja décrits, une grande quantité d’un produit soufté, la 3-hexyl-4,5-
dithia-cycloheptanone (planche 5).

T

12
Dictyopteréne D' Dictopteréne C' o
f"’///w =A'I///
Dictyopteréne A 3 -hexyl -4,5 -dithia -ccloheptanone Dictyopteréne B

N OA

Planche 5 : Polyéne en C 11 et dérivés de dictyopteris
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1.5 Hydrocarbures soufrés a partir du genre Dictyopteris

Les especes du genre Dictyopteris renferment une grande quantité d’hydrocarbures soufrés en
Ci1 [43,44], I’espece Dictyopteris membranacea de méditerranée renferme Jusqu’a 0,1 % de
produits soufrés / masse d’algue séche. La biosynthése des hydrocarbures soufrés utilise,
comme dans le cas des hydrocarbures en C,;, I’acide arachidonique comme précurseur. Nous

présentons dans la planche (6) les principaux produits soufrés identifiés dans le genre
Dictyopteris.
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Planche 6 : Produits soufrés identifiés dans le genre Dictyopteris

1.6 Activités biologiques des huiles essentielles et fractions volatiles des algues brunes

Le milieu marin et les organismes qui 1’habitent constituent une source infinie de molécules
actives a structure chimique originale [45,46]. Ces composés sont synthétisés par des voies
métaboliques différentes de celles observées en milieu terrestre. Parmi les organismes marins,
les algues, qui sont le plus souvent fixées sur un substrat, €laborent des mécanismes de
défense chimique pour empécher leur colonisation par d’autres especes, y compris les
microorganismes [47,48]. Egalement, de nombreux travaux [49] ont mis en évidence
I’activité biologique de métabolites extraits obtenus a partir de macroalgues. En effet,
l'utilisation des algues marines a des fins thérapeutiques est loin d'étre un phénoméne
nouveau, leur utilisation ancestrale est répertoriée dans de nombreux travaux [50]. Si les
principes actifs extraits d'algues utilisés en pharmacie sont peu nombreux, les travaux
scientifiques en cours sont importants [50].

Des milliers de molécules ont ainsi été identifiées. Ce sont des polysaccharides, des lipides ou
encore de petits métabolites de nature phénolique [51] et terpénique [52,53]. Les activités
décrites sont tres diverses : antimicrobienne |54.55| anti-malariale[56], antioxydant [57-59],

anti- inflammatoire [60]. cytotoxique [61]. antivirale [62] ainsi que d'autres activités.

=
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Face a I’apparition de formes résistantes de plusieurs bactéries a certains antibiotiques, la
recherche de nouvelles molécules actives est devenue une nécessité.
Cette étude tente de trouver une activité antibactérienne et antifongique chez 1’algue brune

Dictyopteris membranacea, récoltée sur les cotes algérienne.

1.6.1 Activité biologique des extraits et des fractions volatiles de Dictyopteris
membranacea

Les algues marines synthétisent une grande variété de métabolites secondaires chimiquement
actifs, qui sont utilisés pour la défense contre les autres organismes prédateurs ou
colonisateurs. Ces métabolites actifs produits par plusieurs espéces de macro et microalgues
marines, montrent des propriétés antibactérienne et anti-inflammatoire, sont souvent efficaces
dans le domaine thérapeutique. Plusieurs travaux ont mentionné qu’il y a une grande
biodiversité biologique chez les organismes d’origines marines.

Des travaux antérieurs sur I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle obtenue & partir de
Dictyopteris membranacea, récoltée en Turquie, évaluée vis-a-vis d’un certain nombre de
souches, a une concentration de 0.015 pg/disk, ont noté ’absence d’activité chez toutes les
souches a I’exception de Pseudomonas aeruginosa qui a montré une faible activité inhibitrice
[63]. En plus, plusieurs études menées par Deslandes et Rao [64] ont montré une activité
importante d'extrait chloroformique d'algues brunes sur plusieurs bactéries.

D’autre travaux [65] ont rapporté les activités antifongiques de certaines algues marines
(Cystoseira barbata, Cystoseira compressa, Dictyopteris membranaceae) contre les levures et
les champignons.

La sensibilité des microorganismes cibles envers les différents composés est classée selon les
diameétres des halos d’inhibition [66].

Tableau 2 : Pouvoir antibactérien en fonction du diamétre de la zone d’inhibition

Activité antibactérienne Diamétres des zones d’inhibition
Tres fortement inhibitrice >=30mm
Fortement inhibitrice 21lmm < diameétre de la zone < 30mm
Modérément inhibitrice 16mm < diamétre de la zone < 21mm
Légerement inhibitrice Ilmm < diamétre de la zone < 16mm
Non inhibitrice diameétre de la zone < 11 mm
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La wvariation du pouvoir antimicrobien peut étre influencée par plusieurs facteurs telle que
l'espéce algale, la souche bactérienne, le conditionnement de l'algue, la saison de récolte
[67].En outre, il serait intéressant de pouvoir mener d'une part un criblage antibactérien
mensuel afin de déterminer la période de 'année propice de la récolte de 1'algue et d'autre part
réaliser le fractionnement, la purification et la caractérisation des composés actifs dans

l'optique d'une valorisation de ces composés naturels.

1.7 Détermination du pouvoir inhibiteur de la corrosion de la fraction volatile

L.7.1 Introduction

Actuellement, les extraits des substances naturelles trouvent d’autres domaines d’application
notamment dans la lutte contre la corrosion. En effet, les résultats les plus intéressants dans le
domaine de protection des matériaux ont €té obtenus avec des huiles essentielles. Egalement
ces inhibiteurs ont été reconnus comme des substances non toxiques et qui ne présentent pas
de risque de pollution de I’environnement & comparer avec les inhibiteurs organiques.

Le phénomeéne de corrosion est un probléme d'interface entre un métal et un milieu agressif
liquide ou gazeux entrainant une destruction des matériaux métalliques. Ce phénomene appris
de nos jours une importance considérable, étant donné 1'utilisation de plus en plus grande des
métaux et alliages dans la vie moderne.

L’utilisation des inhibiteurs est I'une des méthodes les plus pratiques pour la protection contre
la corrosion en particulier dans des solutions acides pour empécher la dissolution métallique
indésirable et la consommation d'acide surtout lors du traitement des métaux par immersion
dans des bains acides.

Différents composés synthétiques organiques et inorganiques ont été utilisés comme
inhibiteurs pour protéger les métaux de la corrosion. Cependant, ils sont couteux et présentent
des effets dangereux. Les recherches actuelles s’orientent de plus en plus vers 1’utilisation
d’inhibiteurs dits “verts®.

La nature non-toxique et biodégradable des produits naturels a conduit & leur utilisation en
tant qu’inhibiteurs écologiques.

Plusieurs méthodes sont disponibles pour empécher ou retarder la corrosion des matériaux
métalliques, 1’utilisation des inhibiteurs est I'une des meilleures techniques qui assure leur
protection lorsqu’ils sont en contact avec des milieux trés agressifs tel que le milieu acide

chlorhydrique.

17



1.8 Les inhibiteurs de corrosion

Un inhibiteur de corrosion est un composé chimique ajouté au milieu corrosif, susceptible, par
action physique ou chimique a I’interface, d’inhiber, c.a.d. de ralentir ou de stopper I’une des
deux réactions anodiques ou cathodiques mises en ceuvre dans le processus de corrosion ou
bien encore les deux. Cet additif doit étre utilisé en faible quantité afin de ne pas modifier les
propriétés physico-chimiques du milieu. L’inhibiteur peut contribuer & former des films
superficiels qui s’opposeront au transfert des especes vers la surface du métal ou a partir de
cette surface, I’inhibiteur pourra également modifier le mécanisme réactionnel conduisant par
exemple a la dissolution du métal. On distingue, selon une classification acquise, des
inhibiteurs anodiques, des inhibiteurs cathodiques, des inhibiteurs mixtes et des inhibiteurs
agissant par adsorption [68].

1.8.1 Propriétés essentielles d’un inhibiteur de corrosion
En dehors de tout mécanisme d’action, un inhibiteur de corrosion doit vérifier un certain
nombre de propriétés fondamentales [69].

e Abaisser la vitesse de corrosion du métal tout en conservant les caractéristiques
physicochimiques de ce dernier.

« Etre stable en présence d’autre constituants du milieu, en particulier vis-a-vis des
oxydants, tels certains biocides.

e Ne pas modifier la stabilit¢ des espéces contenues dans le milieu, par exemple en
provoquant I’apparition d’émulsions, voire de la mousse.

e Etre stable a la température d’utilisation.

« Etre efficace a faible concentration
1.8.2 Classes d’inhibiteurs de corrosion
Il existe plusieurs fagons de classer les inhibiteurs (figure 3), des classements simples peuvent
étre proposés : [69]

o Par réaction partielle.

» Par domaine d’application

= Par mécanismes réactionnels

o Par formulation des produits

o)
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Figure 3 : Classement des inhibiteurs de corrosion



1.8.3 Produits naturels d’origine marine comme inhibiteurs de corrosion des métaux en
milieu corrosif 4
Les produits naturels tels que les extraits des algues marines semblent étre une alternative
écologique idéale pour remplacer les traditionnels inhibiteurs de corrosion.

Au cours des derniéres années, l'attention s'est de plus en plus focalisée sur les propriétés
anticorrosives des produits naturels d'origine marine et 1’utilisation d’inhibiteurs verts a
nettement augmenté. Une lecture attentive de la littérature révéle clairement que l'ére des
inhibiteurs verts a déja commencé. Cependant, les références bibliographiques suivantes ne
présentent que quelques contributions des plus récentes ou les propriétés inhibitrices de
corrosion en milieux acides des différents extraits des algues ont été étudiées, selon S.M.
Galai et al. (2015) [70], l'extrait méthanoique de Swartzii sargasses (algues brunes) a un effet
d’inhibition sur la corrosion de l'acier en milieu aqueux contenant 60ppm des ions Cl-. WB
Wan Nik et al. (2012) [71], ont examiné ['utilisation des extraits marins des microalgues pour
retarder la corrosion de I’aluminium dans I’eau de mer, en utilisant des extraits éthanoiques et
de dichlorométhane, ces extraits ont montré une activité anticorrosive significative pour
I’aluminium a une faible concentration de Sppm.

L'extrait de 1’algue verte Caulerpa prolifera a été étudié par M. Ramdani et al (2015) [72]
dans un milieu HCI 1M pour déterminer son effet inhibiteur sur la corrosion de I’acier. Les
résultats ont révélé un effet inhibiteur élevé de C. prolifera. Dans le méme contexte, I’extrait
de I’algue verte spirogyra a été utilisé comme un inhibiteur efficace de corrosion de l'acier
(2016) [73], létude a été réalisée en solution de HCI 0,5 M, lefficacité de l'inhibition
maximale a été jugée 93.03% a une concentration de 2 g/ L.

D’autres travaux [74], ont étudié I’effet de 1’extrait d’algue marine Sargassum wightii sur
l'inhibition de la corrosion du cuivre dans l'acide phosphorique, les résultats montrent que
l'efficacité de l'inhibition s’accroit avec l'augmentation de la concentration de l'extrait et

diminue avec l'augmentation de la température.

1.9 Techniques d’évaluation de la corrosion
Le transfert de charge qui se déroule a une interface entre une électrode et un électrolyte
intervient a la suite d’une succession de phénomeénes élémentaires plus ou moins fortement
Couplés :

= transport des especes réactives au sein de l¢lectrolyte est souvent associé a des
réactions chimiques dans ce dernier

adsorption des especes réactives sur ’électrode



= réactions chimiques et électrochimiques interfaciales se déroulant souvent en plusieurs

étapes mono électroniques.

Le but de I’électrochimiste est donc d’analyser un mécanisme interfacial par une
identification chimique et une caractérisation cinétique des intermédiaires réactionnels, soit
d’estimer une quantité caractéristique d’un processus (exemple : Vitesse de corrosion ou de
dépdt) a partir de la mesure d’une grandeur bien définie c’est la méthode gravimétrique. Aussi
pour déméler les couplages entre le transport de matiére et les réactions inter faciales ou pour
effectuer un test, on doit souvent utiliser une technique capable d’extraire des informations
durant le déroulement du processus électrochimique.

Le choix d’une technique dépend du but que I’on poursuit, soit établir un mécanisme
réactionnel, c'est-d-dire tester un modéle, soit déterminer les paramétres cinétiques d’un

meécanisme connu ou admet.

1.9.1 Gravimétrie

Cette méthode présente 1’avantage d’étre une mise en ceuvre simple, de ne pas nécessiter un
appareillage important, mais ne permet pas 1’approche des mécanismes mis en jeu lors de la
corrosion. Son principe repose sur la mesure de la porte de poids AP subit par un échantillon
de surface S, pendant le temps t d’immersion dans une solution corrosive maintenue a

température constante.

1.9.2 Techniques électrochimiques

1.9.2.1 Evaluation du potentiel en fonction de temps (e=f(t))

Cette tension exprime la différence de potentiel entre la solution et le métal. Le potentiel est
mesuré par rapport a une électrode de référence. Il est défini par rapport a 1’égalité des
vitesses des réactions élémentaires d’oxydation et de réduction qui se produisent a la surface
du matériau lorsqu’il est émergé dans la solution.

La détermination de cette tension est indispensable avant chaque mesure électrochimique, son
évaluation dans le temps fournit une indication sur les aptitudes de 1’échantillon a la réactivité
ou a la passivité et traduit la cinétique d’évaluation du matériau vers un état stationnaire, tout

dépend des conditions expérimentales.
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La mesure de potentiel de corrosion indique le type d’inhibiteur (anodique ou cathodique)
suivant le sens de déviation du potentiel mesuré en absence d’inhibiteur. Si I’inhibiteur est un

caractére mixte, aucune indication n’est donnée par la faible variation du potentiel.

1.9.2.2 Courbes de polarisation

Pour déterminer une -courbe de polarisation potentiostatique, on applique, & ’aide d’un
potentiostat, différents potentiels entre I’électrode de travail et une électrode de référence. On
mesure le courant stationnaire qui s’établit aprés un certain temps dans le circuit électrique
entre cette électrode de travail et une contre-électrode.

Cette méthode permet de déterminer d’une fagon précise les paramétres €électrochimiques
d’un métal au contact d’un électrolyte a savoir : la vitesse instantanée de corrosion (Icorr), le
potentiel de corrosion (Ecorr), les pentes de Tafel, la résistance de polarisation (Rp), les
courants limites de diffusion. Elle donne des mesures rapides et sa mise en ceuvre est

relativement simple [68].
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PARTIE II

Etude expérimentale



II. Partie expérimentale

Le travail expérimental porte sur 1’étude chimique, la détermination de [’activité

antimicrobienne et les tests d’inhibition de la corrosion de I’aluminium de la fraction volatile

de I’algue brune Dictyopteris membranacea.

Cette partie est scindée en cinq étapes :

>
»
>

Préparation de I’extrait brut,

Préparation de la fraction volatile,

Analyse de la fraction volatile par chromatographie en phase gazeuse couplée 2 la
spectrométrie de masse,

Détermination de I’activité antibactérienne de la fraction volatile,

Tests d’inhibition de la corrosion de I’aluminium par la fraction volatile.

ILI Matériels et méthodologie expérimentale

IL.LI Récolte et traitement du matériel végétal

Le matériel végétal ayant fait l'objet de notre travail est l'algue brune Dictyopteris

membranacea (figure 4), elle a été récoltée en juin 2012 au niveau du complexe la corne d’or

(36°37° 32,91 N, 2° 24’ 20.61 E) de la wilaya de Tipaza.

-

Figure 4 : Photo personnelle de I’algue brune Dictyopteris membranacea

24



L’algue a été triée manuellement pour éliminer les épiphytes et autres organismes susceptibles
de contaminer la nature chimique des extraits, ensuite elle est séchée a I’ombre, dans un lieu

sec et aéré.

IL.1.2 Préparation de I’extrait brut

L’extrait brut est préparé par macération dans I’éther diéthylique dans un systéme statique a la
température ambiante pendant deux semaines. L’algue est extraite deux fois afin de 1’épuiser
au maximum, les miscellas (solvant+extrait) sont regroupés. L’extraction est suivie d’une
filtration et de 1’évaporation de solvant & la température d’ébullition normale (40°C). L’extrait
obtenu est pesé, afin d’estimer le rendement, ensuite stocké a I’obscurité a 4°C pour des

analyses ultérieures. Le protocole général d’extraction utilisé est présenté sur la figure 5.

[ Récolte de I’algue ]

v

Tri de I’algue, séchage et découpage
en petits morceaux

l

Macération dans 1’éther diéthylique

l

Filtration de la concréte et
élimination du solvant 4 40 °C

l

Extrait brut

Figure 5 : Préparation de ’extrait a partir de la matiere végétale

N
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ILL3 Extraction de la fraction volatile & partir de ’extrait brut

ILL.3.1 Description du dispositif expérimental
L’extraction consiste a faire subir & une masse d’extrait un entrainement a la vapeur d’eau

dans un montage de Dean-Starck modifié (figure 6).

Tubulure
de vapeur

Figure 6 : Montage de Dean-Stark modifié

Le principe de la méthode consiste a placer le systéme de Dean Starck dans un ballon bicol
(ou tricol) rempli au 2/3 d’eau et chauffé a ébullition.

La vapeur formée pénétre a travers la tubulure du systéme de Dean-Starck modifié (contenant
I’extrait brut) et provoque I’entrainement a la vapeur d’eau de la fraction volatile sous forme

d’hétéroazéotrope, le mélange est condensée au niveau du réfrigérant (figure 7).
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ﬂ (==
Bain de glass 1 ;

Chauffe ballon

Figure 7 : Préparation de la fraction volatile a I’aide du montage Dean-Starck

I1.I.4 Traitement de I’hydrolat (fraction volatile et eau)

L’hydrolat récupéré aprés extraction de la fraction volatile est traité avec un certain volume
d’éther diéthylique, deux phases sont obtenues : une phase éthérée supérieure contenant la
fraction volatile et une phase aqueuse inferieure contenant 1’eau et une infime partie de
produits hydrosolubles.

La phase aqueuse est extraite deux a trois fois a I’éther afin d’augmenter le rendement en
fraction volatile. Les phases éthérées récupérées sont regroupées, séchées sur du sulfate de
sodium ou de magnésium, afin d’éliminer toutes les traces d’eau et enfin distillées a la
température d’ébullition normale du solvant (40°).

La fraction volatile obtenue est pesée, afin de déterminer le rendement, ensuite stockée dans

un flacon ambré a une température de I’ordre de 4°C.

II.I5 Analyse de la fraction volatile par chromatographie gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse

La fraction volatile obtenue est soumise a une analyse par chromatographie en phase gazeuse

couplée a la spectrométrie de masse. L analyse est réalisée sur un chromatographe de type HP

6800 couplé a un spectrometre de masse de type HP MSD 5973.

Les conditions d’analyses sont les suivantes :

Injection

Tinjecteur = 250 °C

Mode d’injection : Splitless (avec division) = 1/90

Volume injecté =1 pl
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Colonne

HP5- MS30 m x 0.25 mm (Diamétre interne) x 025 pum (épaisseur du film).
T four : 90(5) — 3°C/min — 220 (10”).

Débit du gaz vecteur = 5 ml/min.

Détecteur de masse

Mode d’analyse : Scan (34 a 450 amu).
Tinterface = 280 °C

Type d’ionisation = Impact électronique (IE)
Type d’analyseur : Quadripdle

T ouatiipatle = 250 °C

Tsource = 230°C

L’identification des composés a été effectuée en se basant sur les banques de données

spectrales (Wiley 7n, Nist 02, NBS75 k) ainsi que sur les données de la littérature [74].
11.1.6 Détermination de I’activité antimicrobienne de la fraction

I1.1.6.1 Méthodes de détermination de I’activité antimicrobienne

La méthode utilisée est celle de I’aromatogramme, il s’agit d’un test réalisé en milieux solide
dans une boite de pétri pour la détermination de la sensibilité d’une bactérie aux substrats
utilisés. Cette méthode consiste a déposer un disque de papier absorbant préalablement
imprégné de I’échantillon sur une gélose ensemencée avec I’inoculum microbien. Les
molécules actives diffusent a partir des disques et la présence d’une zone d’inhibition, dans
laquelle il ﬁ’y a pas eu de croissance, indique la présence de molécules actives a I’égard du
micro-organisme testé, inversement, si les colonies se développent normalement, le produit

n’a pas d’activité antimicrobienne [76].

I1.1.6.2 Milieux de culture
Les milieux de culture utilisés lors de notre travail sont : la Gélose de Mueller-Hinton et le

milieu Sabouraud (levures). Ces milieux sont stérilisés par autoclavage a 120° C pendant 20

min.



I1.1.6.3 Souches utilisées

Les souches utilisées sont entretenues par repiquage sur gélose nutritive favorable a leur

croissance. Ces souches microbiennes utilisées dans notre étude sont de référence ATCC

(American type culture collection) (Tableau 3).

Tableau 3 : Microorganismes utilisés dans le présent travail

Souches Nature de souches Gram Références (ATCC)
Bacilus Subtilis Bactérie + ATCC 6633
Staphylococcus aureus Bact&fic 3. ATCC 25922
Escherichia coli Bacitris _ ATCC 43300
Agrobacterium Bactérie ) ATCC 23308
tumefaciens
Listeria monocytogenes Bactérie + ATCC 49594
Salmonella enterica Bactésie } CIP 80.39
Micrococcus luteus Bactérie + LB 14110
Bacilus cereus Bartérie + ATCC 14975
Candida albicanss Levins / ATCC10231
Aspergillus brasiliensis Moisi—ssure / ATCC 16404

I1.1.6.4 Préparation du milieu de culture

Les étapes effectuées sont les suivantes :

v

Faire fondre les milieux gélosés (Muller-Hinton pour les bactéries et Sabouraud pour

les levures et moisissures) dans un bain marie réglé a 95°C,

Couler aseptiquement les milieux de culture dans des boites de Pétri de 90mm de

diametre a raison de 15ml par boite,

Laisser refroidir et solidifier sur la paillasse.




I1.1.6.5 Ensemencement

Le milieu de culture utilisé est la gélose de Mueller-Hinton, c’est le milieu le plus employé
pour les tests de sensibilité aux agents antibactériens. Le principe consiste a tremper un
écouvillon stérile dans la suspension bactérienne, 1’essorer en le pressant fermement (en le
tournant) sur la paroi interne du tube afin de le décharger au maximum. Ensuite, frotter
'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée Mueller-Hinton, séche, de haut en bas, en
stries serrées. Cette opération est répétée deux fois, en tournant la boite de 60°C a chaque fois
sans oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. L’ensemencement est achevé en
passant I’écouvillon sur le périphérique de la gélose.

Dans le cas ou I'on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger 1'écouvillon & chaque

fois.

[1.1.6.6 Séchage
Les boites de Pétri sont séchées pendant quelques minutes a température ambiante. Les

couvercles des boites doivent étre maintenus fermés.

I1.1.6.7 Préparation de la solution a tester
La quantité de la fraction volatile de Dictyopteris membranacea a tester est dissoute dans le
méthanol a la concentration désirée (80 mg/ml), ensuite il faut agiter la solution pendant

quelques secondes a 1’aide d’un vortex.

I1.1.6.8 Déposition des disques )

Le disque imprégné de la solution de la fraction volatile, 1égeérement séché, est placé dans le
milieu Muller-Hinton préalablement inoculée avec la souche dans une boite de bétﬁ. La
fraction volatile diffuse radialement, le long du disque, pour atteindre la gélose contenant la
souche en formant ainsi un gradient de concentration.

Aprés un temps de latence ou incubation & 37°C, la molécule est toxique pour I’espéce
microbienne, alors, il se forme une zone ou un halo autour du disque. Dans le cas contraire,
aucune zone n’est formée. La taille de la zone indique la sensibilité de la souche vis-a-vis de

la molécule.
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I1.1.6.9 Incubation
Les boites de pétri sont incubées pendant 24 h 4 37°C pour les bactéries et 48 h a 30°C pour

les levures.

I1.1.6.10 Lecture des résultats
La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque a

I’aide d’un pied & coulisse en mm sur le fond de la boite fermée.

ILL.7 Détermination du pouvoir d’inhibition de la corrosion de la fraction volatile
Cette partie est consacrée a 1’étude de ’inhibition de la corrosion de I’acier dans un milieu

HCI 1 M en présence de fraction volatile de I’algue brune Dictyopteris membranacea.

II.1.7.1 Préparations des surfaces

Etant donné que la corrosion est un phénoméne interfaciale entre le métal et son
environnement, 1’état de surface joue un role trés important dans le comportement du métal
vis & vis de la corrosion. La préparation des surfaces des échantillons a été effectuée en

utilisant le matériel suivant : une polisseuse mécanique et du papier abrasif.

I1.1.7.2 Polissage

L’opération de polissage a été effectuée avec du papier abrasif de différentes granulométries
afin d’obtenir un état de surface adéquat 280, 400, 600, 1200. Ensuite les échantillons ont été
lavés avec 1’eau distillée.

L’une des faces de I’échantillon (utilisé dans les tests électrochimiques) a été soudée a un
conducteur €lectrique pour permettre sa connexion au potentiostat. Le polissage a été ensuite
effectué de la méme maniére que précédemment. L’échantillon a été couvert d’une couche

isolante a I’exception de la face a exposé au milieu

I1.1.7.3 Préparation des solutions
Nous avons utilisé une solution d’acide chlorhydrique 1M dans nos manipulations.
L’inhibiteur utilisé dans ce travail est la fraction volatile de Dictyopteris membranacea a une

concentration de 0.05g/1.
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11.1.7.4 Méthodes électrochimigues

Pour la caractérisation du comportement électrochimique de P"aluminium vis-a-vis de la
corrosion, dans le milien considéré, nous avons opté pour I’emploi des méthodes

électrochimiques, habituellement utilisés pour 1’étude des inhibiteurs :

v' Evaluation du potentiel de repos en fonction du temps (Ecorr)

v Courbes de polarisation (intensité- potentiel) et la détermination des droites de
Tafel
Les mesures électrochimiques sont réalisées avec un potentiostat (PGP 201) piloté par un
logiciel d’analyse (Voltera 4) (figure8).

La cellule utilisée pour les essais électrochimiques est cylindrique, en verre et a une
contenance de 100 ml. Elle est munie d’une double enveloppe permettant la régularisation de
la température, par 'intermédiaire d’un bain thermostat. L ’électrode de travail est un disque
en acier de 1 cm” de section, enrobée dans une résine époxy, qui permet d’éviter toute
infiltration d’électrolyte. La contre électrode en platine est placé vis-a-vis de I'électrode de
travail. L’électrode de référence est une €lectrode au calomel saturée ECS (+0.24 V/ENH).

Figure 8 : Montage de mesure de potentiel et les courbes de polarisation
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Figure 9 : (A) : électrode de travail (B) : électrode en platine (C) : électrode de référence

IL.L.7.5 Principe de la méthode électrochimique
La différence entre le potentiel de corrosion de I'électrode étudiée et le potentiel qu'elle prend
lorsqu'un courant I de polarisation lui est imposée est appelée "surtension: AE". La courbe
intensité-potentiel traduit donc, en fonction de la surtension cathodique ou anodique. Si I'on
prend le logarithme de I'équation, on obtient I'équation bien connue de Tafel :
E=bLogl+b'LogI°
Elle montre la linéarité entre le potentiel et le logarithme de I'intensité.
Quand AE est nulle E = Eeq, on a alors: I = I°, ainsi l'extrapolation de la droite de Tafel au
potentiel d'équilibre fournit le courant d'échange I°. De méme pour
E = Ecorr, I'extrapolation conduit a la détermination du courant de corrosion Icorr, comme

le montre la figure (10).
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Figure 10 : Détermination des paramétres électrochimiques a partir des droites de Tafel
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11.2 Résultats et discussion

I1.2.1 Rendement en extrait brut

Le rendement de 1’extrait brut est obtenu en utilisant la relation suivante :

M extrait (%) = Mextrait/ Malguex100 %

Textrait : Rendement en extrait

Mexirait : Masse de I’extrait.

Miaigue : Masse de ’algue séche.

Le rendement en extrait obtenu dans cette étude est de 1%. Cette valeur représente la
moyenne de trois manipulations.

La valeur du rendement est assez faible par rapport a d’autres algues de la méme famille des
algues brunes bien que pour certaines espéces présentent des rendements similaires [74]. Les
rendements d’extraits obtenus a partir de plantes terrestres sont dans la méme gamme de
valeurs [77].

Les caractéristiques organoleptiques de 1’extrait obtenu, qui consistent notamment en I’aspect,

la couleur et ’odeur, sont présentées dans le tableau 4.

Tableau 4 : Propriétés organoleptiques de I’extrait de Dictyopteris membranacea

Caractéres organoleptiques

Aspect Couleur Odeur

Pateux Verdatre Caractéristique

Ces propriétés sont généralement celles de tous les extraits d’algues brunes. La couleur verte

est liée a la présence de la chlorophylle qui masque la couleur jaune orange de la

fucoxanthine.

-
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I1.2.2 Rendement en fraction volatile

Le rendement en fraction volatile est calculé 4 1’aide de la relation suivante :

[ Nrev (Yo)= M rv/ M gx)*100 ]

Nrv : Rendement en fraction volatile en pourcent

Mgy : Masse de la fraction volatile en gramme

Mgy : Masse de I’extrait en gramme

Le rendement moyen de six manipulations est de 15%. Ce rendement est comparable a celui
obtenu sur la méme espéce lors d’un travail antérieur [74]. Il a été montré que 1’entrainement
a la vapeur d’eau appliqué a la concrete permet généralement d’obtenir des rendements

supérieurs a ceux de I’hydrodistillation & partir de la maticre végétale [78].
I1.2.3 Propriétés organoleptiques de la fraction volatile

Les propriétés organoleptiques de la fraction volatile, estimées par nous-mémes, sont

regroupées dans le tableau 5.

Tableau 5 : Propriétés organoleptiques de la fraction volatile Dictyopteris membranacea

Caractéres organoleptiques

Aspect Couleur Odeur
Liquide visqueux Jaunétre Forte odeur
) Caractéristique

La fraction volatile de Dictyopteris membranacea est caractérisée par une odeur assez forte et

caractéristique, elle fut parmi les premiéres essences issues d’algues a intéresser I’industrie de

la parfumerie [79].

I1.2.4 Analyse de la fraction volatile par CG/SM

Une masse de 2 mg de la fraction volatile est dissoute dans 0.2 ml d’acétate d’éthyle, la
solution est injectée dans les conditions citées ci-dessus (&ILL5).

Le profil chromatographique (figure 11) révele la présence de 35 pics. Lidenuiicaton des

différents composés est réalisée en se basant sur les banques de données spectrales ainsi que



sur les données de la littérature [74]. Nous présentons dans le tableau 6 les produits identifiés

avec I’ordre d’¢lution, le temps de rétention et la formule brute.

Tableau 6 : Composition chimique de la fraction volatile de 1’algue brune

Dictyopteris membranacea

Tr

N° P Nom du composé Formule % aire
1 6.97 Bicyclo[4.1.0]heptane, 7-methylene CgHi, Trace
2 | 847 Dictyoptéréne A CniHis 324
3 | 857 3-(hex-1-enyl) cyclopenténe CoHi4 2.0
4 | 9.88 6-(but-1-ényl)cyclohepta-1,4-diéne CiiHie 0.5
5 | 10.55 6-butylcyclohepta-1,4-diéne C;1H18 1.3
6 | 14.92 NI1 / 1.2
7 | 15.01 Undéc-1-éne-3-one Ci1Hi30 1.0
8 | 17.25 Undécan-3-one CoHi4 1.0
9 | 17.88 a-Cubébéne Cis5Hoq Trace
10 | 19.01 o-Copaene CisHog 0.5
11 el B-Bourbounéne CisHay 0.6
12 | 19.51 NI2 / 0.6
13 | 19.88 Tetradécane Cy4H3, 0.6
14 | 20.81 NI3 / 0.6
151 21.23 6-épi-B-Cubébéne CisHas 0.5
16 | 22.03 Aromadendréne CisHas 5.0
17 | 22.98 Azulene,1,2,3 ,3721-,(41,;5rfét7};;;:;a}l11g:;1()—1 ,4-dimethyl- CrsHag 06
18 | 23.20 Albicanol Ci5Hp0O 12.0
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19 | 24.11 Cadina-3,9-diéne C15H24 0.6
20 | 25.14 (-)-Calamenene CisHx 10
21 | 25.44 5,6,7,7a-tetra}gdro-4,4,7a—triméthy12(4H)— C11H160, 1.4
enzofuranone
22 || 25.08 NI4 / 1.0
23 | 27.85 Hexadécane Ci6Hz4 0.3
24| 2015 | o Cmethyletyly | CiHa | 10
25 | 29.68 B-Cubébene CisHosg 2.0
26 | 29.85 B-Copaéne CisHaz 0.6
27 | 30.13 NI5 / 1.5
28 | 30.93 Naphthalene, 1,6-dimethyl-4-(1-methylethyl ) CisHis Trace
29 | 31.57 Heptadécane CrHs 0.8
30 | 32.86 NI6 / 0.8
31 | 35.50 Acétate d’octadécyle CooH4002 0.6
32 | 36.74 6,10,14-triméthyl-Pentadécan-2-one, CisH360 0.7
33 | 38.00 (3-oxo-undec-ényl-)sulfure Ci16H240S 15.2
34 | 4289 5.8.1 1,14-Eicrcl>lséiﬁé;ﬁl;§:ic acid, ester CyHuO, 1.2
35 | 43.08 Eicosa-5,8,11,14,17-penta¢noate de méthyle Cy1H3,0, 1.0

NI : non identifié

Concernant les produits non identifiés, nous avons donné le rapport m/z ainsi que le
pourcentage des principaux fragments de leur spectre de masse.

NI1 : 28 (67), 41(18), 57 (100), 69 (16), 95 (39), 113 (48), 150 (1).

NI2 : 28 (100), 43 (84), 55 (13), 79 (27), 99 (35), 123 (3), 150 (8), 166 (2).

NI3 : 28 (100), 43 (37), 55 (9), 69 (12), 83 (9), 93 (8), 105 (7), 111 (11), 120 (9), 126 (12),
161 (9), 204 (1).
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NI4 : 28 (100), 32 (28), 77 (4), 91 (4), 115 (10), 128 (17), 143 (48), 171 (4), 185 (8), 200 (24),
205 (1).

NI5 : 28 (100), 32 (28), 41 (15), 58 (18), 86 (75), 95 (9), 114 (21), 161 (3), 198 (12), 204 (2).
NI6 : 28 (100), 32 (28), 41 (13), 55 (9), 79 (12), 91 (19), 110 (11), 122 (14), 135 (7), 150 (12),
164 (19), 191 (3), 206 (13).

L’examen du tableau 6 montre que la composition chimique est dominée par une fraction de
sesquiterpénes assez fréquemment rencontrés dans le genre Dictyopteris [44] suivie d’une
fraction d’hydrocarbures en Ci; caractéristiques des espéces du méme genre [80] et jouant un
role trés important en tant que phéromones.

En termes de composés majeurs, le dictyoptérene A est largement majoritaire par rapport a
tous les autres composés, ce résultat a été déja relevé sur la méme espece [74]. La fraction en
C11 est caractérisée par la présence des composés tels que dictyoptéréne A, 6-(but-1-ényl)
cyclohepta-1,4-diéne et le 6-butylcyclohepta-1,4-diéne.

Cependant, nous avons noté la présence surprenante de la fraction des sesquiterpénes dans la
fraction volatile obtenue dans notre cas par hydrodistillation en comparaison a un travail
antérieur [74] effectué sur la méme espéce et consacré a la comparaison de trois techniques
d’extraction de la fraction volatile a partir de I’extrait éthéré : extraction par hydrodistillation
en utilisant le montage de Dean Starck (comme dans notre cas), extraction par
hydrodistillation assistée aux microondes et extraction aux fluides a I’état supercritique. Il a
été reporté dans ce travail que la fraction sesquiterpénique n’est présente que dans la fraction
volatile obtenue par hydrodistillation assistée aux microondes. C’est la raison pour laquelle
nous avons parlé de présence inattendue et surprenante de la fraction des sesquiterpénes dans
notre fraction volatile obtenue par hydrodistillation.

Dans le méme contexte et selon le méme travail, I’absence de sesquiterpenes dans la fraction
volatile obtenue par hydrodistillation et par extraction aux fluides a 1’état supercritique est liée
a la faible volatilité des sesquiterpénes (hydrodistillation) et leur faible solubilité dans le
dioxyde de carbone supercritique (extraction au CO2 supercritique) dans les conditions
expérimentales utilisées.

Dans notre cas, la présence de sesquiterpénes dans la fraction volatile est liée, fort
probablement, au débit de vapeur d’eau utilisé, que nous avons trouvé assez €levé par rapport
aux manipulations habituelles dans I’entrainement de la fraction volatile mais également a la
durée d’entrainement qui a été de trois heures. En effet, le débit de vapeur élevé, imposé par

une puissance de chauffe importante, combiné & une durée d’entrainement longue a permis
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I’entrainement de la fraction des sesquiterpénes. Cette interprétation est tout a fait cohérente
avec celle donnée dans le travail antérieur. Par contre nous avons noté, sans surprise la
présence, d’une fraction d’acide gras et d’'un dérivé soufré trés caractéristique de la fraction
volatile des espéces du genre Dictyopteris [80].

Nous avons pu identifier avec exactitude 29 produits, ce qui représente 82,86% de la

composition globale.
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Figure 11 : Profil chromatographique d’analyse de la fraction volatile de Dictyopteris membranacea

~Temps (



A undanc e

300000
280000/
260000
240000
220000
200000
180000
160000
140000
120000
100000

80000

60000
40000

TIC: ECH1.D\data.ms

10.55 |
14.91
|
\ 19.45
17.25
15.41 "
,E __ 19.01 ; 21.23
| . 22.04
_ |
& K ; | 18.81 K\To.m_ : I
i |
] N \ | o
i ﬁlf\f{ i 55(.&(:.{;:%! % /g/ r\fit\/c v R A ,),.,(L\/z.}t%..,,.‘\ C o ./,f\ S N Yy

RS i e TP

LT P e e LR T LI A S DO N R AN AL et S . S L ER R S A H e e m
10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00 21.0C

Figure 11 A : Agrandissement des pics du chromatogramme de la fraction volatile de Dictyopteris membranacea
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Figure 11B : Agrandissement des pics du chromatogramme de la fraction volatile de Dictyopteris membranace



I1.2.5 Détermination de I’activité antibactérienne de la fraction volatile
Les résultats de [I’activité antimicrobienne de la fraction volatile de Dictyopteris
membranacea sur les souches de références par mesure de diamétre d’inhibition de la

croissance des microorganismes sont donnés dans les tableaux 7 et 8 et les figures 12 et 13.

Tableau 7 : Diamétre d’inhibition obtenu pour les différents microorganismes

Souches Gram Diamétre d’inhibition (mm)

Bacillus subtilis * Pas de zone
Staphylococcus aureus + 34
Escherichia coli - 17
Bacillus cereus * 26
Agrobacterium tumefaciens - 20
Listeria monocytogenes + 9
Salmonella enterica - 12
Micrococcus luteus + 13

Les résultats de cette activité antibactérienne ont montré que la fraction volatile de ’algue
brune Dictyopteris membranacea a produit des zones d’inhibition trés intéressantes a une
concentration de 80 mg/ml vis-a-vis de deux souches Gram (+) Staphylococcus aureus (34
mm) et Bacillus sp (26 mm), ce qui dénote d’une forte activité antibactérienne. Par contre, la
souche Micrococcus luteus montre une légére zone d’inhibition, avec un diametre de 13mm,
par rapport aux deux autres souches Listeria monocytogenes et Bacillus subtilis. La souche
Listeria monocytogenes a montré une faible zone d’inhibition (9 mm), par contre, Bacillus
subtilis a été caractérisée par ’absence totale d’activité.

Les deux souches Gram (-) Agrobacterium tumefaciens et Escherichia coli, ont montré des
zones d’inhibitions de 20 mm et de 17 mm correspondant & une activité modérément
inhibitrice de la fraction volatile. Toutefois, nous avons constaté que la souche Salmonella
enterica a montré une zone d’inhibition de 12 mm.

Des travaux antérieurs sur ’activité antibactérienne [63] de ’huile essentielle obtenue a partir
de Dictyopteris membranacea, récoltée en Turquie, évaluée vis-a-vis d’un certain nombre de
souches, 4 une concentration de 0.015 pg/disk, ont noté 1’absence d’activité chez toutes les

souches a I’exception de Pseudomonas aeruginosa qui a montré une faible activité inhibitrice.
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La figure (12) montre les zones d’inhibition de I’activité antibactérienne obtenues lors des

différentes expériences.
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Figure 12: Activité antibactérienne de la fraction volatile de Dictyopteris membranacea
contre A : Bacillus cerues , B : Bacillus subtilis, C : Staphylococcus aureus,
D : Escherichia Coli, E : Agrobacterium tumefaciens, ¥: Listeria monocytogenes,
G: Micrococcus luteus,H : Salmonella enterica.
Concernant [’activité antifongique, nous avons testé uniquement deux champignons, une
levure et une moisissure. Les résultats obtenus (tableau 8) montrent une activité treés fortement
inhibitrice de la fraction volatile vis-a-vis de la levure Candida albicans avec une zone
d’inhibition estimée a 30 mm. Cependant, nous avons noté I’absence d’activité antifongique
vis-a-vis d’Aspergillus Brasiliensis. Des travaux antérieurs [81] sur I’activité antifongique de
I’extrait de Dictyopteris membranacea ainsi que ceux de deux autres especes (Cystosira
mediterranea et Cystoseira myrica) d’algues brunes ont montré [’absence d’activité

antifongique.
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Tableau 8 : Activité antifongique de la fraction volatile de Dictyopteris membranacea

Souches Identification Diametre d’inhibition (mm)
Candida albicans Levure 30
Aspergillus Brasiliensis Moisissure Pas de zone

différentes expériences.

La figure (13) montre la zone d’inhibition de I’activité antifongique obtenue lors des

J

Figure 13: Activité antifongique de la fraction volatile de Dictyopteris membranacea contre :

1: Candidat Albicans, J : Aspergillus Brasiliensis

En effet, la variation du pouvoir antimicrobien peut étre liée a la technique d’extraction [82],

la saison de récolte et les facteurs environnementaux tels que la température, la concentration

de I’oxygene dissous et la salinité qui jouent un role trés important sur le développement et la

croissance des algues et sur I’élaboration de métabolite bioactifs [83].
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11.2.6 Détermination de I’activité anticorrosion de I’aluminium de la fraction volatile

11.2.6.1 Etude Peffet inhibiteur de la fraction volatile et de I’extrait de Dictyopteris

membranacea vis-a-vis la corrosion de I’aluminium

11.2.6.1.1 Gravimétrie
Afin d’obtenir des résultats fiables et reproductibles, le substrat d’aluminium, subit

avant chaque essai, un prétraitement. Il consiste en un polissage, de maniére identique, de la
surface du substrat a I’aide du papier abrasif de granulométrie de plus en plus fine (180, 400,
600, 1000, 1200), suivi d’un ringage a I’eau distillée pour enlever les produits de traitement.
Les échantillons d’aluminium utilisés sous forme circulaire de diametre 1 cm, sont immergés
verticalement pendant 1 heure et 2heure dans la solution HCl 1M, en absence d’agitation et
maintenue a température constante (293K). Les échantillons sont de nouveau pesés.
L’efficacité inhibitrice (pouvoir protecteur d’un inhibiteur) E% est donnée par la relation :
E % =(Wo— Wi / Wo) ¥100
Avec : E % : Efficacité d’inhibition

W, : la perte de poids de I’aluminium sans I’inhibiteur.

Winb : la perte de poids de I’aluminium avec I’inhibiteur.
Tableau 9 : Effet de I’inhibition de la corrosion de I’aluminium en milieu HCI 1M en absence

et en présence de la fraction volatile de dictyopteris membranacea par la méthode de

gravimétrie
Pieces Poids avant Temps Poids aprés immersion
immersion (g) d’immersion (2)
piécel a blanc 3.10 1h 3.08
Piéce 2 a blanc 2.88 2h 2.85
Piéce 3 avec FV 3.07 1h 3.06
Piéce 4 avec FV 2.65 2h 2.64

Nous remarquons d’apreés le tableau (9) que la vitesse de corrosion diminue avec la présence
de I’inhibiteur et atteint une valeur de 72% & une concentration en fraction volatile de 0.5 g/L
et de 40% a une concentration en extrait brut de 0.5 g/l. Cette efficacité peut étre attribuée a
une meilleure adsorption des molécules des inhibiteurs a la surface de I’aluminium et forment
ainsi une couche plus épaisse, et par conséquent, elles produisent un meilleur isolement du

matériau.
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b) Tracé des courbes potentiodynamiques

Dans la méthode potentiodynamique, le potentiel de I’électrode est stabilisé pendant 30 min
avant de procéder au tracé des courbes I=f (E). Les courbes de polarisation en absence et en
présence de différents inhibiteurs, en milieu HCI 1M a 20°C sont présentées sur la figure 15
L’allure des courbes log I= f(E) est sensiblement identique. Dans le domaine cathodique,

I’ajout des inhibiteurs induit une diminution importante du courant partiel cathodique.

-0,46
-0,48
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;.: ‘ ;:; ¢
> ,.::
8052
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¢ —— huile
-0,56 t t t
0 500 1000 1500 2000

Time ( second)

Figure 14 : Evolution du potentiel de corrosion Ecorr=f{(t) de I’Al 2017 dans HCI 1M en

absence et en présence de I’huile et I’extrait.
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Figure 15 : Courbes de polarisation de 1’A1 2017 dans HCI 1M en absence et en présence de
’huile et I’extrait.

Nous constatons que I’addition de ces inhibiteurs provoque un déplacement léger du potentiel
de corrosion vers des valeurs plus cathodiques. Ce déplacement s’accompagne d’une nette
diminution de la densité de courant cathodique. Ces résultats indiquent que les inhibiteurs
utilisés ont le méme effet et agissent d'une maniére prédominante comme des inhibiteurs
cathodiques. Cet effet peut étre lié au potentiel des sites cathodiques qui est plus positif que
celui des sites anodiques, et par conséquent l'adsorption des molécules des inhibiteurs est
beaucoup plus probable sur les sites cathodiques. Les branches anodiques sont Iégérement
affectées en présence de ces inhibiteurs.

L’expression de I’efficacité inhibitrice E % en fonction de la densité de courant de corrosion
est donnée par : E % = (io —iinb / io) *100.

Io et iinb sont les valeurs de densité de courant de corrosion de I’aluminium déterminées par
extrapolation des droites de Tafel au potentiel de corrosion Ecorr. L’efficacité inhibitrice est :
70%.

L’examen des courbes de polarisation confirme le caractére inhibiteur des composés étudiés
de la corrosion de I’alliage d’aluminium 2017 obtenu précédemment a I’aide des mesures de
perte de poids. Les densités de courant de corrosion (icorr) diminuent avec I’ajout des

inhibiteurs, il en est de méme pour les vitesses de corrosion.

50



L’addition des inhibiteurs modifie légérement les valeurs de Ecorr, et nous remarquons
également que la présence de I’inhibiteur se traduit par une diminution des densités de courant
anodique et cathodique, mais beaucoup plus les densités cathodiques. Donc, les inhibiteurs

peuvent étre classés comme des inhibiteurs cathodiques en milieu chlorhydrique.
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Conclusion Générale

Le présent travail a porté sur 1’étude de la composition chimique, 1’activité biologique et
Pactivité inhibition de la corrosion vis-a-vis de ’aluminium en milieu acide chlorhydrique de
la fraction volatile de ’algue brune Dictyopteris membranacea.

La fraction volatile a été obtenue par entrainement 4 la vapeur d’eau a partir de I’extrait brut a
I’aide du montage de Dean-Starck modifié avec un rendement moyen de 15%.

L’analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse
(CG/SM) a permis de relever 35 composés et d’identifier, en se basant sur les banques de
données spectrales ainsi que les données de la littérature, 30 composés. La composition de la
fraction volatile est dominée par la fraction sesquiterpénique, dont le produit majoritaire est
le(-)-Calamenene avec une teneur de 10%, elle se caractérisée également par la présence
d’autres produits comme [I’alpha.-Cubébéne et le Copaéne, ces derniers sont couramment
rencontrés dans les huiles essentielles de plantes terrestres. La fraction volatile est marquée,
également, par la présence d’une fraction d’hydrocarbures en C 11 dont le produit majoritaire
est le dictyoptéréne A avec une teneur de 32.4%, mais aussi par la présence entre autre du6-
(but-1-enyl) cyclohepta-1,4-diéne et du 6-butylcyclohepta-1,4-diéne. La fraction volatile
renferme aussi un dérivé soufré et une classe d’acides gras.

L’activité¢ antimicrobienne a été évaluée contre huit souches bactériennes pathogénes

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Agrobacterium
tumefaciens, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica et Micrococcusluteus.

Les résultats obtenus ont mis en exergue la forte activité antibactérienne de la fraction volatile
montrée vis-a-vis de Staphylococcus aureus avec une zone d’inhibition de 34 mm.

L’activité antifongique a été déterminée sur une levure et une moisissure. La fraction volatile
a montré un pouvoir trés fortement inhibiteur vis-a-vis de candida albicans avec une zone
d’inhibition de 30 mm.

Les tests d’inhibition de la corrosion de I’aluminium par la fraction volatile ont révélé des
résultats trés encourageants, en effet, ’efficacité d’inhibition de la fraction volatile a été
estimée a 70%. Ce résultat pourrait étre amélioré en faisant subir & la fraction volatile un
fractionnement sur colonne chromatographique afin de concentrer les produits actifs vis-a-vis
de la corrosion. Il y a lieu de souligner que I’extrait brut de Dictyopteris membranacea a

montré une efficacité d’inhibition de 40 %.
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