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Résumé

Ce mémoire explore le potentiel pharmaceutique des métabolites
secondaires extraits des déchets de Citrus reticulata. Les composés volatils,
extraits par hydrodistillation (rendement de 2,13%), sont principalement
constitués de d-limonéne (82%). Les composés non volatils ont été extraits
par une série d'élution en utilisant : hexane, chloroforme, acétate d'éthyle et
méthanol. La fraction de chloroforme a été sélectionnée et purifiée par
HPLC-PDA et Prep-HPLC, isolant cinq métabolites, dont NOB et HEM
prédominants. L'activité antioxydante, évaluée par les tests DPPH, ABTS et
FRAP, a montré une capacité significative de 2,04 mmol. L'efficacité
antibactérienne, mesurée par la méthode de dilution sur Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli et Salmonella enterica a révélé
une concentration minimale inhibitrice de 12,5 ng/mL. En prévention de la
corrosion, les tests gravimétriques et électrochimiques ont montré une
efficacité de 92% pour les composés volatils (900 ppm) et de 93% pour les
composés non volatils (250 ppm), confirmée par des analyses de surface
(MEB-EDS) et de spectrophotométrie UV-vis. Une étude théorique DFT a
exploré les interactions avec 1'acier doux en présence de HCI. En conclusion,
le citrus démontre des propriétés prometteuses en tant qu'agent antioxydant,
antibactérien, et anti-corrosion, ouvrant la voie a des applications

potentielles dans le domaine pharmaceutique et industriel.

Mots-clefs : Citrus reticulata ; Polyméthoxyflavones ; HPLC-PDA/MS/NMR ;
EIS/PDP/MEB-EDS/UV-vis ; Activité antioxydante/antibactérienne/anticorrosion.



Abstract

This thesis explores the pharmaceutical potential of secondary
metabolites extracted from Citrus reticulata waste. Volatile compounds,
extracted by hydrodistillation (yield 2.13%), are mainly d-limon¢ne (82%).
Non-volatile compounds were extracted by a series of elutions using:
hexane, chloroform, ethyl acetate and methanol. The chloroform fraction
was selected and purified by HPLC-PDA and Prep-HPLC, isolating five
metabolites, including predominant NOB and HEM. Antioxidant activity,
assessed by DPPH, ABTS and FRAP assays, showed a significant capacity
of 2.04 mmol. Antibacterial efficacy, measured by dilution method on
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli and Salmonella
enterica revealed a minimum inhibitory concentration of 12.5 pg/mL. For
corrosion inhibition, gravimetric and electrochemical tests showed an
efficiency of 92% for volatile compounds (900 ppm) and 93% for non-
volatile compounds (250 ppm), confirmed by surface analyses (SEM-EDS)
and UV-vis spectrophotometry. A theoretical DFT study explored
interactions with mild steel in the presence of HCI. In conclusion, citrus
show promising properties as antioxidant, antibacterial and anti-corrosion
agents, paving the way for potential applications in the pharmaceutical and

industrial fields.

Keywords: Citrus reticulata ; Polymethoxyflavones ; HPLC-PDA/MS/NMR ;
EIS/PDP/MEB-EDS/UV-vis ; Antioxidant/ Antibacterial / Anticorrosion activity
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Introduction générale

Les ressources naturelles présentent divers intéréts dans le domaine de 1'industrie,
comme les cosmétiques, les parfums, les produits pharmaceutiques[1], etc. Et parmi ces
matériaux on trouve les huiles essentielles. Ce type de substances naturelles contient un
large ¢éventail d'activités biologiques, telles que les activités antibactériennes,
antioxydantes, antifongiques [2,3]... Nous constatons que les agrumes sont I'une des
principales cultures fruitieres consommées dans le monde et qu'ils représentent un
pourcentage ¢élevé de notre alimentation quotidienne. Ils contiennent des variétés de
substances phytochimiques dans tous les fragments de la plante (pelures, feuilles, fruits,
etc.). La production de mandarines au Maroc a été estimée en 2019 a plus d'un million
de tonnes. La transformation et la conversion des agrumes générent une quantité
importante de déchets et particulierement les pelures qui représentent environ 50% du
fruit et les déchets de pelures d'agrumes sont une source précieuse de plusieurs composés
importants tels que le limonéne, les caroténoides, I'acide ascorbique, la pectine, 1'huile
essentielle[4]... La plupart de ces substances phytochimigues sont bioactives et peuvent
étre utilisées pour traiter de nombreuses maladies causées par I'oxydation[5]. Le stress
oxydatif fait partie des maladies causées par un déséquilibre entre la production et
l'accumulation d'espéces réactives de l'oxygeéne dans les cellules[6]. Un déséquilibre
entre la production de radicaux libres et les éléments antioxydants disponibles dans
l'organisme entraine des dommages aux cellules et tissus environnants. La nécessité
d'améliorer et de fournir des agents antioxydants reste un défi. Dans le cadre de cette
¢tude, nous examinons dans un premier temps l'utilisation des déchets de citrus pour
produire des agents antioxydants et antibactériens naturels. Le matériel végétal de Citrus
reticulata de cinq régions (Meknes, Beni Mellal, Berkane, Agadir et Marrakech) obtenu
aupres d'une coopérative est considéré comme un déchet, aprés avoir extrait les fruits de
la plante pour les utiliser dans les confitures et le jus. Une grande quantité d'épluchures
reste comme résidu et doit étre recyclée. En outre, le Maroc est un grand producteur d'une
grande variété d'agrumes, dont la mandarine, la clémentine et le navel. L'accent est mis
sur la valorisation et le traitement des résidus générés par la récupération des fruits
d'agrumes. Un examen approfondi de la littérature a montré que tres peu d'informations
sont connues concernant la composition chimique, les activités antimicrobiennes,

antioxydantes et comme application contre la corrosion de 1'huile essentielle d'écorces de
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Citrus reticulata cultivé au Maroc. Par conséquent, I’objectifs de la présente étude est (1)
d'analyser la composition chimique de I'huile essentielle des écorces de Citrus reticulata
par GC-MS et (2) d'explorer 'activité antioxydante par DPPH, FRAP et ABTS. Ainsi

que la capacité antibactérienne par MIC de I'huile extraite.

Dans I’autre coté, l'acier est 1'épine dorsale de nombreuses industries et de
nombreux produits dans les sociétés modernes. Cependant, 'acier peut naturellement
souffrir de la corrosion dans des environnements agressifs tels que les acides et les
bases[7,8]. Les conséquences de la corrosion de I'acier peuvent étre vitales, par exemple
dans les infrastructures pétrochimiques, car elle entraine d'énormes pertes économiques
et des problémes de conservation et de sécurité des matériaux[9,10]. Les couts de
maintenance des structures endommagées peuvent €tre énormes par rapport aux mesures
de contrdle de la corrosion. Quelques rapports ont pris en considération l'utilisation de
I'analyse chimique, par exemple HPLC, FTIR ou NMR, pour identifier les principaux
composés de 1'extrait végétal qui sont responsables de l'activité anticorrosion[28]. Par
conséquent, I'isolement et I'identification du composé chimique de I'extrait sont essentiels
pour comprendre son mécanisme d'action et guider le développement d'inhibiteurs
efficaces. Citrus reticulata (Rutacée), communément appelés mandarines, sont
largement utilisés dans l'industrie alimentaire, la médecine et les cosmétiques[29]. Sa
transformation agro-industrielle et sa fabrication produisent des quantités considérables
de déchets tels que les pelures, les grains et les pulpes de fruits, qui représentent 50% de
la transformation brute des fruits précieux. Des méthodes électrochimiques (y compris la
polarisation potentiodynamique (PDP) et la spectroscopie d'impédance électrochimique
(EIS)), la méthode gravimétrique et les mesures de 1'angle de contact ont été menées pour
¢évaluer les propriétés d'inhibition de l'extrait de la plante. En utilisant des simulations
DFT, a notre connaissance, pour la premicre fois sur ces molécules, le mécanisme
d'inhibition et la forte interaction molécule-surface ont été discutés. Les résultats in silico

et expérimentaux sont en bon accord.
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Introduction

Dans cette premiére partie de notre étude bibliographique, nous aborderons de
manicre globale les métabolites secondaires et les différentes méthodes d'extraction a
partir des plantes et des ressources naturelles. Nous analyserons également I'impact de
ces métabolites en tant qu'agents dotés d'activités antioxydantes et antimicrobiennes,

ainsi que leur role en tant qu'inhibiteurs de la corrosion.

I. Généralités sur les métabolites secondaires

De tout temps, le monde des végétaux nous fournit les éléments nécessaires a la
vie de l'espéce humaine. De plus, les plantes sont toujours la principale source de

principes actifs, avec une grande variété de fonctions et d'applications.

Les huiles essentielles (HES) et les extraits organiques (EOs) obtenus des plantes,
comptent parmi les principes actifs les plus importants en raison de leurs applications
multiples et différentes. Avant de procéder a cette étude chimique et biologique des
agrumes (Citrus), il nous a semblé fondamental de réaliser dans ce contexte une petite

revue bibliographique relative aux métabolites secondaires[32].

Les huiles essentielles ou encore les essences des plantes en général sont des
produits volatils, huileux, odorants et sans coloration ou trés légerement teintés, qui
proviennent de la méthode de distillation a la vapeur, de la méthode d'expression ou de
la méthode d'enfleurage du matériel végétal[33]. Et les extraits organiques sont des
produits non volatils qui proviennent de différentes méthodes d’extractions (soxhlet,

macération, sonication,...).

Ces HEs et EOs sont distribuées largement dans le régne végétal et sont
exclusivement présentes chez les plantes supérieures. Les HES sont présentes dans des
proportions notables chez environ 2000 espéces regroupées en 60 familles de plantes,
tels que les Lamiacées (citrus, menthe, basilic, lavande, etc.), les Lauracées (sassafras et
cannelle), les Myrtacées (eucalyptus, etc.), ainsi que les Apiacées (carvi, coriandre,
etc.)[34]. On peut retrouver les huiles essentielles sur tous les organes de la plante : fruits,
racines, graines, écorce, fleurs, feuilles etc. Elles sont élaborées au sein de cellules trés

spécialisées, le plus souvent regroupées en canaux et en poches sécrétoires, ils sont
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ensuite véhiculés vers les différentes parties de la plante, pendant la période de croissance

de celle-ci[35].

Elles se différencient des huiles grasses dans leurs caractéristiques physiques et
dans leur composition, dans la mesure ou elles se volatilisent lorsqu'elles sont chauffées
et que leurs taches sur le papier sont transitoires[36]. Elles se distinguent par leurs
qualités organoleptiques (golt, couleur et odeur). A température normale, elles se
présentent habituellement sous un aspect liquide et ont une densité qui est souvent plus
petite que celle de I'eau. Ces substances sont incolores ou légérement jaunes, a part
quelques exceptions telles que les HEs d'absinthe (vert), de cannelle (orange), ou de
camomille (bleu). Elles possedent un indice de réfraction trés élevé et le plus
fréquemment, elles présentent un pouvoir rotatoire. Elles disposent de nombreux indices

chimiques (par exemple : indice d'acide, indice d'ester, indice de carbonyle,).

Elles sont faiblement solubles avec I'eau et sont solubles avec les solvants
organiques (alcool, éther, hexane,)[37]. Ils permettent de dissoudre les graisses, le soufre,
l'iode, le phosphore ainsi que de réduire certains sels. En outre, ils peuvent s'oxyder ou
se polymériser aisément. Afin d'éviter ce phénomeéne, il convient de les tenir a 1'abri de

la lumiére ainsi que de l'air.
q

I-1 Généralités sur les huiles essentielles

La récupération des huiles essentielles de la matiere végétale peut étre effectuce
selon de nombreux et divers procédés, reposant sur des pratiques anciennes : Distillation,
Enfleurage, Expression, ou plus modernes : extraction par exposition a des radiations ou

a des ultrasons[38].

La méthode de distillation est celle qui reste la plus répandue du fait de sa facilité
de mise en ceuvre. La figure 1-1 décrit les diverses voies d'extraction des essences et

huiles essentielles.
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vapeur

Expression Hydrodistillation

Enfleurage <« | Huiles essentielles ] ——— Solvants organiques

TN

CO,supercritique
Ultra-sons Micro-ondes

Figure I-1:Modes d’extraction des huiles essentielles

I-1-1. Généralités sur la distillation

Hydrodistillation

Il s'agit de la technique la plus simple et la plus courante. En effet, elle se traduit
par I'immersion immédiate de la masse brute dans l'eau, le tout étant ensuite porté a
¢bullition. Cette opération est le plus souvent réalisée a la pression ambiante. Les vapeurs
produites sont ensuite condensées par un systeme de refroidissement par circulation d'eau
froide. Au cours de la distillation des HEs, de nombreux phénoménes se situent a la base
des transferts de matiére et des échanges entre les phases solides, liquide et vapeur, et par
conséquent un grand nombre de parametres influencent la qualité et les rendements de la

production de ces huiles essentielles[39].

En effet, les expériences effectuées tout au long de I'épuisement du substrat en
essence indiquent que la période de distillation soit plus longue pour les organes végétaux
ligneux par rapport aux organes végétaux non ligneux. La différence est fortement
corrélée a la position des dispositifs de mise au point ou de stockage des HEs qui se
situent soit a la surface, soit dans les tissus de la plante. Par conséquent, ces structures
exercent également une influence sur le processus de déroulement d'hydrodistillation,
autrement dit sur les différents mécanismes successifs qui interviennent, par conséquent

sur la durée du processus d'extraction

Lorsque ces structures sont superficielles, on observe que la membrane externe
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ou cuticule se décompose rapidement lors de 1'ébullition, et les composés volatils sont
immédiatement évaporés. Dans le cas ou les HEs sont sous-cutanés, ceux-Ci subissent
d'abord une diffusion a travers I'épaisseur du tissu végétal puis entrent en contact avec
I'eau ou ses vapeurs afin de pouvoir ensuite s'évaporer comme pour les sécrétions

superficielles.

Entrainement a la vapeur d’eau

Avec ce type de distillation, on fait traverser l'installation par un flux de vapeurs
d'eau qui entrainera les substances volatiles hydrophobes. Ensuite, aprés condensation,
la division se fait par décantation. Ce procédé permet de perfectionner la qualité de I'HE.

en réduisant au maximum ses modifications hydrolytiques.

Distillation par les solvants organiques

Cette technique consiste a immerger les plantes dans un solvant organique
(comme 1'hexane) qui dissout les composés aromatiques. Apres filtration, le solvant est
évapore, laissant derriere lui une résine parfumée appelée concrete. Cette concrete est

ensuite traitée a I'alcool pour obtenir une huile essentielle pure.

Distillation assistée par micro-ondes ou ultrasons

Ces méthodes actuelles apportent plusieurs avantages considérables par rapport
aux procédes classiques. En effet, elles demandent un plus faible volume de solvant et
une durée de réchauffement moindre ce qui empéche la fuite et la dégradation des
molécules volatiles et thermosensibles. De ce fait, elles aboutissent a des rendements plus

importants.

Extraction assistée par micro-ondes

Le procédé d'extraction par micro-ondes repose sur le chauffage de l'agent
d'extraction (eau ou bien solvant organigque) mis en contact direct avec la plante au moyen
de micro-ondes, ce qui assure un traitement homogene. Ce dernier permet un chauffage
homogene. Cette nouvelle méthode d'extraction offre un avantage considérable en termes

de temps et d'énergie.
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Extraction assistée par ultrasons

La substance végétale mise en contact au solvant (eau ou solvant organique) est

plongée dans un bain de type sonication soumis a une agitation réguliére.

Enfleurage

La technique de l'enfleurage est une technique assez délicate. Elle date de
l'antiquité égyptienne et repose sur la puissante affinité que posseédent les molécules
odorantes pour les maticres grasses. Il est surtout réservé aux organes fragiles que
constituent les fleurs (tubéreuse, violette, jasmin,). Celles-ci sont finement étendues sur
des plaques de verre revétues d'une fine pellicule de graisse et ces derniéres sont déposées
sur des cadres en bois. Les maticres volatiles se propagent et sont captées par la pellicule
de graisse. Puis, ces graisses sont évacuées avec de l'alcool. Cette opération tend a se

perdre car elle exige beaucoup de temps et d'efforts[40].

Pressage a froid

Le procédé d'expression ou pressage a froid est propre a la récupération des huiles
essentielles des fruits d'agrumes : oranges, citrons, mandarines, etc.... Elle constitue une
méthode facile qui permet de briser de fagcon mécanique par frottement les poches a huile
localisées au niveau de 1'écorce ou le péricarpe du fruit afin d'en recueillir le

matériel.[41,42]

I-1-2. Composition chimique des Huiles Essentielles (HES)

La composition chimique de ces HES est trés complexe et peut différer notamment
selon l'organe, les conditions climatiques, le type de sol, les méthodes de culture et le
mode d'extraction[42]. Les HES constituent un ensemble de composés regroupés en trois

grandes catégories : terpéniques, aromatiques et divers.

Terpenes

Ce sont des hydrocarbures provenant de la combinaison de deux ou plusieurs
unités de type isoprénique. Ce qui signifie qu'ils sont des polymeres du groupe isopreéne

dont la formulation brute est (CsHs)n.
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Y

Figure I-2:Isoprene (2méthylbuta-1,3-diene)

Nous distinguons, par le nombre d'unités liées, les mono- en (Cio) ; les sesqui- en
(C15) ; les di- en (Cxo) ; les tri- en (Cao) ; les tétra terpénes en (Cao) ainsi que les poly

terpenes.

Queue Téte Queue Téte

Figure I-3:Différenciations des terpénes par le nombre d'unités liées

Ces motifs sont éventuellement reliés entre eux au moyen de liaisons de type

artemesyl, lavandulyl, santolinyl et chrysanthemyl, qui sont dites irréguli¢res[43].

Les HEs renferment notamment des monoterpenes, des sesquiterpénes et plus
rarement des diterpénes[44]. La structure des terpénes est trés variée (acyclique -
monocyclique - bicyclique) et comprend la plupart des fonctions chimiques des
substances organiques. Pour information, certaines structures de monoterpénes et de

sesquiterpénes sont illustrées sur la figure 1-4.
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X _~CHo
Myrcene Limonéne Géraniol
\ OH
OH
a-Terpinéol a-Pinéne Bornéol
H
X
OH
Farnésol Cadinéne B-Bisabolene

Figure I-4:Exemples de structures de mono- et sesquiterpénes

Composés aromatiques

Carvone

Camphre

B-Sélinene

Les composés aromatiques proviennent du phénylpropane (Ce-C3). On les trouve

moins souvent que les terpenes. Cette catégorie regroupe des composés odorants tels que

I’eugénol, la vanilline, 1'anéthole, 1’estragole, (Figure I-5). Elles sont fréquemment

10
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retrouvées dans les HEs des Apiacées (fenouil, anis, persil, etc....) et elles sont
caractéristiques de celles de l'estragon, de la vanille, du basilic, du clou de girofle, ... On

les différencie les unes des autres grace a :
v’ La position et le nombre des groupes méthoxy et hydroxyle ;
v’ La position de la bi liaison de la chaine latérale, propényle ou allylique ;

v Le degré d'oxydation dans la chaine aliphatique (aldéhyde, alcool, cétone ou

acide...).
/
OCHj
H3CO o
b/
OCH3
OCH3
Apiole (persil) Estragole (basilic) Cis-anéthole (anis)
O CHO
=
/
OCHj,
HsCO OH
OH
Eugénol (girofle) Vanilline (vanillier) Cinnamaldéhyde (cannelle)

Figure I-5. Exemples de structures de composés dérivés du phénylpropane

11
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Nous avons aussi d’autres composés d'origine multiple de faible masse
moléculaire, pouvant étre formés lors de I'hydrodistillation, correspondent a des
hydrocarbures aliphatiques a chaine linéaire ou a chaine ramifiée présentant de

nombreuses fonctions. Pour illustration, nous pouvons citer :
e Le kérosene et I'heptane dans I'huile de camomille ;
e LesacidesenCzetCio;

e Les esters acycliques notamment présents dans les fruits : acétate

d'isoamyle (banane) ; acétate de butyle (pomme) ;
e Aldéhydes tels que l'octanal et aussi le décanal de fruit de Citrus ;
e Les alcools comme I'1-octen-3-ol de lavande, ...

Notons qu’il est important de préciser que de nombreux et multiples parametres
interviennent dans le rendement et la constitution chimique d'une HE. comme la provenance
géographique et botanique, les parameétres climatiques, la description du sol, la répartition
des sites de production, ... le mode de culture, la technique et les conditions de production

ainsi que la préservation (séchage et stockage).

I-1-3. Biosynthése des constituants des Huiles Essentielles

Le mécanisme de biosynthése des composants des huiles essentielles obéit a deux
approches utilisant 1'acide mévalonique ou bien l'acide shikimique comme produits

intermédiaires respectivement pour les terpénoides et les phénylpropanoides[45,46].

Biosynthese des terpénes

Le motif de départ de la préparation des terpénes par biosynthese est en effet
l'isopentényl diphosphate (isopentényl-3yl pyrophosphate) : PPI3 ainsi que son isomére
le diméthylallyl diphosphate (diméthylallyl pyrophosphate) : PPI2. Deux circuits de

biosynthése aboutissent a ces motifs de base a 5 atomes de carbone.

Tout d'abord, la voie du mévalonate. Elle a comme origine l'acétyl coenzyme A

(CH3COSCoA), qui est un produit de la glycolyse (catabolisme des sucres). Elle débute

12
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par la condensation de trois €léments d'acétyl-CoA, puis passe par un composé en C6 (le

mévalonate) et mene au PPI3.

Pour cette voie principale, le processus est initialement une condensation de type

Claisen entre deux molécules d'acétyl-CoA pour conduire a I'acétoacétyl CoA.

(o] o] Condensation e} e}

N de Claisen -

SCoA SCoA SCoA

Acétoacétyl CoA

Figure I-6: Condensation de type Claisen pour obtenir I'acétoacétylCoA

La seconde phase est une réaction d'aldolisation effectuée entre une molécule
d'acétylCoA et celle d'acétoacétylCoA. Apres avoir été hydrolysé et réduit par le NADPH

(Nicotine Adenine Dinucleotide Phosphate), on obtient 1'acide mévalonique.

(0] (0] (0] o (0]
Aldolisation \\\O H
+ —_— :\\
SCoA SCoA O SCoA

Acétoacétyl CoA HMG-CoA
0 H

M/\
HO OH \)

Acide mévalonique (MVA)

NADPH

Figure I-7:Aldolisation pour obtenir I'acide mévalonique.

Les processus de déshydratation ainsi que de décarboxylation de 1'acide mévalonique
(AVM) selon une élimination bien concertée suite a sa pyrophosphorylation au moyen de
I'ATP (Adénosine triphosphate), aboutissent aux deux intermédiaires en C5, bioprécurseurs

des terpénes : le pyrophosphate d'isopenténe-3-yle (PPlz) mis en équilibre, grace a un

13
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échange de protons simple, avec le pyrophosphate de diméthylallyle (PPI).

(\ -OPP
ATP o OPP

EE—— S EE—
m :\\\ W
-CO,
ot o N OPP OopPP
PPI,
)\/\OPP J ¢
Isomérase
PPI,
[¢]
Sachant que: OPP= o_p_o_;|:(o|.|)2 Pyrophosphate=diphosphate
OH

Figure I-8:Déshydratation suivi de décarboxylation

En effet, les deux intermédiaires PPI3 et PPI2 se rejoignent pour fabriquer du
pyrophosphate de géranyle (PPG), qui constitue le point de départ de toutes les

substances monoterpéniques.

AN
J OPP
+ HOPP
%
PPG

Figure 1-9:Formation de pyrophosphate de géranyle (PPG)

En condensant une autre entité PPI3 avec le pyrophosphate de géranyle, on aboutit
au pyrophosphate de farnésyle, qui est le précurseur de tous les sesquiterpenes. Grace a
ce processus, nous obtiendrons le squaléne (triterpene), puis les autres terpénoides. La

figure 1-9 décrit la biosynthése des terpénoides.

14
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X

OPP

Monotérpenes en Cyy

+PPI,

Sesquiterpenes en Cys

OPP

m

Diterpénes en C,,

Duplication Tétraterpenes en Cyy

Squaléne

l

Tétraterpenes en Cy

Figure I-10:Schéma global de la biosynthése des terpéenes par voie de I'acide mévalonique

La seconde voie, celle du phosphate de méthylerythritol (MEP), dite voie non
mévalonique, fait partie des voies particuliéres aux plantes et se situe au stade des plastes.
Il commence par la condensation entre une unité de pyruvate (Cs3) et une unité de
glycéraldéhyde 3- phosphate (C3) et méne au phosphate de méthylerythritol, un produit

chimique intermédiaire en Cs.

Ensuite, de multiples étapes enzymatiques aboutissent a la synthése du PP13. Bien
que cette voie n'ait été reconnue qu'a la derniére partie des années 1990, elle est devenue

assez rapidement la voie principale de la biosynthese de la plus grande partie des terpénes
(Figure 1-10).
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Acide pyruvique Glycéraldéhyde 3-phosphate 1-désoxyxylulose-5-phosphate
)\/\ \\\OH
-
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OH OH
PPI; 2-méthyl-érythritol-4-phosphate

Figure I-11:Schéma global de la biosynthése des terpéenes par voie du méthylérythritol phosphate
Biosynthese des phénylpropanoides

Par ailleurs, la voie de biosynthése des composés dérivés phénylpropanes se
réalise via l'acide shikimique en représentant le principal mode de constitution des
phénols dans les plantes. Cette filicre fait appel & une série de réactions et elle constitue
la voie de biosynthése principale des acides aminés aromatiques (tryptophane,

phénylalanine, ...tyrosine).

L'acide en question est produit par condensation de 1'acide pyruvique activé sous
l'effet de la phosphorylation a partir d'un sucre phosphorylé. La mise en contact d'une
seconde molécule d'acide pyruvique activé permet de produire l'acide préphénique qui,

par voie de déshydratation et de décarboxylation, fournit 1'acide phénylpyruvique.

Celui-ci est converti en phénylalanine, un acide aminé aromatique, responsable du
métabolisme des composés aromatiques. La figure 1-11 évoque les grandes étapes de la

constitution des dérivés aromatiques : Le cas de 'acide cinnamique[47].
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COOH CH,COCOOH
HooC CH,COCOOH
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-CO,
_— —_—
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|
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Ac. shikimique Ac. préphénique Ac. phénylpyruvique
NH,
CH,CHCOOH
X - COOH
L\
-NH;
-
Ac. cinnamique Phénylalanine

Figure I-12:Exemple de biosynthése des dérivés du phénylpropane

I-1-4. Propriétés des huiles essentielles

Les HEs sont exploitées depuis toujours pour leurs multiples bienfaits sur le plan
thérapeutique. En raison de la diversité moléculaire des constituants qu'elles contiennent,

elles jouent des roles et disposent de propriétés biologiques extrémement diverses[48].

De fait les hydrocarbures monoterpéniques montrent des caractéristiques
antalgiques en usage percutané, vermifuges, emménagogues, antiseptiques
atmosphériques, antiparasitaires.... Les hydrocarbures sesquiterpéniques offrent des effets

calmants, anti-inflammatoires, hypotenseurs[49]...

Les vertus que nous offre les HEs sont multiples et variées. Il nous est impossible
de les énumérer tout. La constatation de leur éventuelle activité biologique a été soumise
a de multiples études[50].

Propriétés biologiques

En effet, le spectre sur lequel agissent les HEs est trés large puisqu'ils agissent
contre un grand nombre de bactéries, y inclus celles qui résistent aux différents

antibiotiques.

De méme, quelques essences a activité antifongique permettent de s'opposer au
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plus grand nombre de champignons, de moisissures en les réduisant a néant. Par ailleurs,

ces activités différent d'une huile essentielle a une autre, et selon les souches[51].

Les huiles essentielles exercent une action aussi bien sur les bactéries a Gram
positif que celles a Gram négatif. Pourtant, les bactéries a Gram négatif apparaissent été
moins sensibles a leur action et ceci est en rapport direct avec la composition de leur paroi
cellulaire[52] a quelques rares exceptions pres, telles que Campylobacter jejuni et
Aeromonas hydrophila qui ont été qualifiées de particulierement sensibles a 'action des
huiles essentielles[53]. Toutefois, Pseudomonas aeruginosa, qui est une bactérie gram-

négative, est toujours la moins active envers les essences végétales.

En général, les molécules aromatiques comme les phénols, ensuite les aldéhydes
ainsi que les cétones, puis les alcools tout comme les éthers présentent le coefficient
antibactérien le plus important. De manicre générale, I'action de l'essence se fait selon

trois stades distincts :

-Une augmentation de la perméabilité puis une disparition des constituants cellulaires par

action de I'huile essentielle contre la paroi bactérienne ;

-Un blocage de la mise en production de 1'énergie cellulaire ainsi que de la synthése des

composants structuraux grace a l'acidification de la paroi interne de la cellule ;

- La mort de la bactérie due a la destruction de son €équipement génétique.

Propriétés médicinales

Les huiles essentielles ont de nombreuses et diverses propriétés médicinales. En
effet, la majorité des constituants des huiles essentielles posseédent un caractére
antimicrobien, ce qui explique leur utilisation en tant qu'antiseptiques[54]. Par ailleurs,
d'autres ont des effets digestifs ou des propriétés antispasmodiques, cicatrisantes,
sédatives, etc... Toutes ces activités sont majoritairement dues a leurs éléments

constitutifs terpéniques.

De méme, de tres nombreux HEs ont un effet sur tous les types de maux et sont
particuliérement utilisés pour soigner les affections articulaires inflammatoires. Ils
possédent la propriété de fortifier et de stimuler les mécanismes de défense immunitaire

de la personne. Dans ce sens, on pourrait dire que la plupart des essences aromatiques ont
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une action cytophylactique (protection des tissus vivants). De plus, quelques HEs
montrent des activités antitumorales et sont reprises dans le cadre du traitement curatif de

quelques types de cancers (Melissa officinale, Nigelle).

1-1-5. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles peuvent provoquer des problémes au niveau du systéme
nerveux. Certaines molécules constituants ces huiles peuvent notamment étre a I’origine
de convulsions si elles atteignent a forte dose le tissu neuronal. Parmi ces molécules, on
parle notamment des cétones monoterpéniques comme la menthone, la carvone, la
verbénone, le camphre. Ou encore du 1,8 cinéole, de I’alpha et du béta-pinéne et de
I’alpha-terpinéne. Ces molécules peuvent présenter des atouts majeurs en aromathérapie,
activités stimulantes ou au contraire relaxantes, mais leur utilisation peut donc étre a

double tranchants.

Les HEs sont de fortes et trés actives substances. Elles forment une source de
remedes naturels inépuisable. Pourtant, il est important de préciser que le recours fréquent
et abusif a I'automédication, surtout en ce qui concerne le mode de dosage et le mode
d'application interne ou externe des HEs, est une pratique néfaste. Elle entraine des effets
secondaires de plus ou moins grande gravité dans l'organisme (coma, allergies, épilepsie,
etc....) surtout chez les personnes sensibles (femmes enceintes et allaitantes, enfants,

personnes agées ou allergiques)[53]

En effet, une accumulation des HE dans le corps par des prises répétées peut
aboutir a des nausées, a des maux de téte, ... La consommation de plus de 10 mL d'huile
essentielle se révele neurotoxique et épileptogene en raison de l'inhibition de la réserve

d'oxygéne vers les tissus encéphaliques.[55]

I-1-6. Principaux domaines d’application

Grace a leurs nombreuses vertus, les essences HEs sont ainsi devenues une
maticre de grande importance sur le plan économique avec un intérét croissant sur le
marché. De fait, ils ont été exploités et présentés un large éventail de secteurs industriels
comme la pharmacie pour leur activité antiseptique, antispasmodique, analgésique,
apéritive, antidiabétique..., le secteur alimentaire en raison de leur activité antioxydante
et leur pouvoir aromatisant, le secteur de la parfumerie et des produits cosmétiques grace

a leur caractére odoriférant.
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Aromathérapie

En effet, I'aromathérapie constitue une sorte de médecine non conventionnelle
dans laquelle les HEs occupent une place privilégiée car ils exercent de nombreux effets
médicinaux. De ce fait, ils sont employés de plus en plus fréquemment dans différentes
spécialités de la médecine telles que : I'acupuncture, la podologie, la massothérapie, la

rhumatologie, 1'ostéopathie, et 1'esthétique.

Agro-alimentaire

De part leurs caractéristiques antiseptiques et odorantes, les HEs sont
journellement utilisés dans les recettes culinaires (laurier, ail, thym, ...). On les retrouve
¢galement trés appréciés dans les boissons alcoolisées (kiimmel, boissons anisées) ainsi
que dans les confiseries (chocolat, bonbons, ...). Grace a leur pouvoir antioxydant, elles
conservent les aliments tout en évitant les moisissures, la préservation du smen

notamment par le romarin et le thym[56].

Cosmétologie et parfumerie

Les HEs sont tres sollicitées en parfumerie et en cosmétique du fait de leurs
aptitudes odoriférantes. En effet, le secteur de la parfumerie est un grand consommateur
d'essences (60%), et en particulier d'essences de jasmin, de rose, de violette et de verveine.
Les HEs ont également été consommées en cosmétologie dans le but de parfumer les

articles cosmétiques : shampooings, dentifrices, crémes solaires, savons, rouges a lévres.

De méme, les produits d'hygiene, les détergents et les produits de lessive sont
¢galement trés consommateurs de HEs pour dissimuler les effluents (pas toujours trés

agréables) contenus dans les produits purs.

Pharmacie

Quant aux essences de plantes, elles sont surtout destinées a la préparation
d'infusions (verveine, menthe, thym, ...) et sont utilisées en galénique. En effet, plus de
40% des remedes sont élaborés a partir de constituants actifs de plantes, a titre d'exemple

la gastralgine qui est un anti-acide digestif se compose d'HE de carvi[57].

Par ailleurs, leurs qualités aromatiques les autorisent a masquer l'odeur indésirable

des médicaments administrés par la bouche. En outre, de multiples médicaments en vente
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a la pharmacie sont composés d'HE. comme des crémes, des collyres, des élixirs.

I-2. Etude phytochimiques des composés phénoliques

Tout comme la plupart des métabolites secondaires, en effet, les polyphénols et
plus particulierement les flavonoides se sont formés pendant le développement de la
plante afin de remplir quelques fonctions. Sur le plan de la fonction protectrice, ils
protégent le végétal face aux agents infectieux que représentent les moisissures, les
champignons ainsi que les bactéries. Ils garantissent sa propre protection vis-a-vis des
rayons ultraviolets. Ils sont parfois des répulsifs qui freinent la croissance des autres
especes. Les polyphénols remplissent une fonction structurale, telle que la lignine, qui
confére au bois sa rigidité[58]. Ils interviennent au niveau de la coloration des fleurs ou
des fruits dans le but d'attirer le plus possible les insectes qui véhiculent les semences

dans les fruits[57].

I-2-1. Définition des composés phénoliques

Selon la bibliographie, il semble y avoir deux propositions pour définir les
polyphénols. Dans un premier temps, ils sont définis comme étant une structure
moléculaire possédant de nombreux groupes phénoliques alors que dans un second temps,
ils sont définis comme possédant un groupe phénolique polyhydrique (Figure 1-13). En
effet, ces polyphénols constituent des métabolites secondaires que les plantes synthétisent
afin de se défendre aux agressions du milieu[53]. Ils constituent une variété de dérivés
non azotés dont la structure est treés diverse et dont environ 8000 composés ont déja été

recenses.

OH

OH

Figure I-13:Structure d’unité de base des polyphénols

1-2-2. Classification

Conformément a Corona (2011)[59], on peut diviser les polyphénols en 2
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catégories principales : les flavonoides et les non-flavonoides.

Les non-flavonoides

Cette catégorie renferme de multiples composés chimiques, et notamment : des
acides phénoliques, des coumarines, des stilbénes hydroxylés, des lignanes, des

xanthones et des lignines.

Les acides phénoliques

Les acides phénoliques font partie des composés rares dans la nature. Ils
comprennent deux types de composés : le premiere type regroupe les acides phénoliques
issus de l'acide benzoique qui forment par monohydroxylation ou polyhydroxylation
respectivement les acides phénoliques et les acides polyphénoliques, I'acide
protocatéchique et 'acide gallique (Figure 1-14). Le deuxieme type regroupe les acides
phénoliques dérivés de I'acide cinnamique. Comme pour l'acide cinnamique,

I'hydroxylation méne a l'acide p-coumarique ainsi qu'a I'acide caféique (Figure 1-15)[60]

(0] 0} o 0]
HO
OH OH OH OH
HO
HO
OH
OH
OH
Acide benzoique Acide salicylique Acide Acide gallique
protocatéchique
Figure I-14:Hydroxylation d’acide benzoique
(0] o} (0]
HO
wo wo N OH
HO HO
Acide cinnamique Acide p-coumarique Acide caféique

Figure I-15: Hydroxylation d’acide cinnamique
Les stilbénes Hydroxylés

Ces dérivatifs hydroxyles constituent des composés représentés par deux noyaux
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aromatiques associés a un groupe éthylénique (Cs-C2-Ce). Le resvératrol, qui est 1'un des
stilbénes qui est le plus souvent connu, se retrouve dans le vin et le raisin (Figure I-

16).[61]

OH

HO \

OH

Figure I-16:Structure du resvératrol
Les coumarines

Les composés coumarines sont issus de la lactonisation des acides
orthocoumariques. Une fois hydroxylé sur le cycle aromatique, ces coumarines sont des
composés phénoliques avec des structures de nature variable. Elles sont en général

modifiées en C7 par un groupe hydroxyle[62].

La structure de base de ces composés est la benzo-2-pyrone. Il existe actuellement
plus de 1000 composés coumariniques qui sont isolés, parmi lesquels plus de 800
proviennent de plantes ainsi que de microorganismes tels que le mensuol. Les composés
coumarines ont une capacit¢ pour prévenir la peroxydation des structures lipides

membranaires ainsi que de freiner les radicaux hydroxyle, peroxyle et superoxyde.[61,62]

\ OH \
WA

Acide orthocoumarique Coumarine

Figure I-17:Formation d’une coumarine
Les lignines et les lignanes

Les lignanes sont une catégorie importante de substances naturelles appartenant
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au monde végétal. Ils constituent des dimeéres branchés de phénylpropénes. Ceux-ci sont
notamment obtenus par dimérisation avec trois types d'alcools : 1'alcool p-coumarique,
I'alcool sinapique et 1'alcool matiresinol. Le sécoisolariciresinol ainsi que le matiresinol

constituent les deux principaux lignanes d'origine végétale[63] (Figure 1-18).

La réaction de polymérisation entre ces trois alcools aboutit a la création de la
lignine. Il convient de mentionner que la composition de la lignine varie des espéces aux
especes. On ne connait pas encore la structure précise de la lignine, mais on peut affirmer

que celle-ci est trées complexe[64] (Figure 1-19).

\ CH,OH \ CH,0OH  H3CO \ CH,OH
HO HO Ho
OCH octs
3
Alcool p-coumarique (a) Alcool coniférique (b) Alcool sinapique (c)

Figure I-18:Structure des lignanes.

Lignin——0O

OCH,4

OCHj

o
HO
(o)

HO'

OH

OCH,

HsCO

HO

OCH,

OH

Figure I-19:Structure de la lignine
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Les flavonoides

En effet, les flavonoides sont la principale catégorie de composés phénoliques. A
ce jour, plus de 4000 de ces composés sont recensés, ce qui correspond a environ 50%
des polyphénols. Les flavonoides possédent une structure de base définie par 2 cycles
benzéniques A et B associés par un cycle C représentant un hétérocycle pyranique (Figure

1-20).[63]

Figure 1-20:Structure de base des flavonoides
Biosyntheése des flavonoides

Le processus de biosynthese est basé sur un élément précurseur qui est la 4,2',4',6'-
tétrahydroxychalcone. La transformation de la chalcone en flavonoide se produit par le
biais de plusieurs stades tels que la méthylation, I'acylation et la glycosylation (Figure I-
21). La clé enzymatique du processus de biosyntheése réside dans la chalcone synthase
(CHS) en tant que catalyseur de la réaction de condensation des trois groupes acétate du
malonyl-COA sur le 4-coumaroyl-COA. La mise en ceuvre de l'isomérisation des
chalcones par le biais de la chalcone isomérase (CHI) aboutit a la création de flavanones.
Ceux-ci connaitront soit une oxydation par la flavone synthase (FS) qui donnera des
flavones, soit un processus de réduction grace a la flavanone réductase (FNR) pour donner
des flavanols. Par ailleurs, I'hydroxylation de ces flavanones par le biais de la flavanone-
3-hydroxylase (F3H) permet d'obtenir des dihydroflavonols qui seront oxydés en
flavanols par le biais de la flavanol synthase (FLS)[64,65]
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p-coumaroyl CoA + 3 acétyl CoA

CHS

Chalcones

Isoflavones
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Figure I-21:Schéma illustrant la biosynthése des flavonoides

CHS: chalcone synthase; FS: flavone synthase; CHI: chalcone isomérase;
IFS: isoflavone synthase; F3H: flavanone-3-hydroxylase; FNR: flavanone réductase;

FLS: flavanol synthase; ANS: anthocyanidine synthase; DFR: dihydroflavonol réductase;
GT: glucosyl transférase.
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Classification
Tel que le montre la figure 1-22, on distingue de nombreuses classes de flavonoides
qui dépendent du degré d'oxydation du cycle pyranique central[66].
Les flavones
IIs ont une structure Ce-C3-Ce comportant une liaison C»-Cz non saturée ainsi
qu'une fonction cétone, telles que l'apigénine ou encore la vitexine (Figures 1-22 et 1-23).
Les flavanes

Ils correspondent a des composés comportant un hétérocycle C en position centrale
saturée et ne possédant pas de fonction cétone. On trouve les flavanes dans I'écorce des
végétaux[67]. Ils sont connus sous des formes monoméres ou des polymeéres, avec par

exemple la catéchine (Figures 1-22 et 1-23).

Les flavanones
Ces derniéres sont des flavones ayant un hétérocycle en position central saturé en
C telles que la catéchine ainsi que la fustine (Figures 1-22 et 1-23).
Les flavonols

Ceux-ci sont des flavones qui se définissent par la présence en position 3 de
'hétérocycle central C d'un groupe hydroxyle (OH) tels que la quercétine, le kaempférol

et la rutine (Figures 1-22 et 1-23).

o o
C
C
(0]
Flavone Flavane
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0 O
C C
OH
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Flavanone Flavonol
Figure 1-22:Structure de quelques flavonoides
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Figure I-23:Exemples de quelque Flavonoides

Les anthocyanes
Les anthocyanines sont du type flavonoides dont la charge se situe sur 1'oxygene

de 1'hétérocycle C situé au centre. Ces composés sont la base de la plupart des couleurs

de type rouge, bleu et violets observés en pleine nature[68].
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Les anthocyanines qui sont les plus réputées sont la pélargonidine, qui donne la
couleur orange ou rouge a des plantes. La seconde anthocyanine parmi les plus connues
est la cyanidine qui confére une couleur rose ou rouge et finalement la delphinidine qui

donne la couleur violette[69] (Figure 1-24).

I1 convient de noter que la présence d'anthocyanes est directement mise en cause
dans les interactions plantes-animaux et particulierement dans l'attraction des

pollinisateurs grace a la couleur des fleurs[70].

OH
oF
(o]
HO o}
O X HO.
HO 0.
X Z OH
P OH
Ol
OH

(I
Z

OH

H

Pélargonidine Cyanidine Delphinidine
Figure I-24:Structure de quelques anthocyanes et leur identification dans la nature

Les iso-flavonoides

Les 1soflavonoides difféerent des flavonoides en raison de la position C3 située sur
I'hétérocycle pyranique en position centrale C du cycle aromatique B. Ils constituent des
composés ayant 15 atomes de carbone tels que les flavonoides. Ils proviennent d'une
structure 1,2-diphénylpropane[71]. Les iso-flavonoides sont principalement connus chez

les fables et spécialement la famille des fabacées[72].

On classe ces composés a partir du degré d'oxydation et de la présence ou non
d'hétérocycles additifs. On trouve ainsi les isoflavones, les coumaranochromones, les
isoflavanones, les isoflavanols, les isoflavanes, les roténoides, les ptérocarpanes et les 3-

arylcoumarines (Figure 1-25).[73]

Du point de vue de leur biosynthese, les isoflavonoides dérivent de la flavanone
qui est un intermédiaire central, la 4',5,7-trihydroxyflavanone pour ce qui est de la

génistéine ou la 4',7-dihydroxyflavanone dans le cas de la daidzéine. Par conséquent, la
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flavanone va connaitre d'abord le départ d'un radical hydrogéne au niveau de Cs puis le

déplacement du cycle B ainsi que la réaction d'hydroxylation du radical C,. Cette

transformation est réalisée par l'enzyme chargée de 1'isoflavone synthase (IFS).[74]

Isoflavone Isoflavanone Isoflavanol

collc

Isoflavane Roténoide Ptérocarpnae

Coumaranochromone 3-Arylcoumarine
Figure I-25:Structure des isoflavonoides
Les chalcones et les aurones

Les chalcones désignent un groupe de composés phénoliques ne possédant pas de
cycle pyranique en position centrale C. De ce fait, ces composés présentent deux cycles

aromatiques A et B raccordés par une chaine tricarbonée cétonique o, B non-saturée
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(Figure 1-26). Comme exemple de chalcones : la pseudo-isocordoine, la derricine, et

I'orotinichalcone (Figure 1-27).

Quant aux aurones, elles constituent des isoméres structurels de la gamme des
flavones. Ce type de molécules dérivent des chalcones, le meilleur exemple connu restant

la liptosidine (Figure 1-28).

Figure I-26:Structure de base des chalcones et des aurones
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OMe OH
HO HO
(6]
o)
H
Derricine Pseudo-isocordoine

=

OH 0] OH

Orotinichalcone

Figure I-27: Structure des quelques chalcones

Leptosidine

o

Figure I-28:Structure d’une aurone
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Les Xanthones

Ceux-ci sont des composés ayant une base tricyclique trés caractéristique, elle est
constituée de deux noyaux benzéniques aromatiques encadrant un hétérocycle oxygéné.
Les xanthones de végétaux supérieurs sont créées a partir de la cyclisation de
benzophénones issue de la combinaison d'unités bicarbonate avec l'acide benzoique

obtenu a partir de I'acide cinnamique (Figure 1-29). [74,75]

(@]
/
o cooH HO COOH
— —
_>

Acide benzoique l Malonyl-CoA

0O O

Cinnamate

HO

HO

Dieckmann
(Claisen intramoléculaire)

O OH
Oxydation HO
A
HO OH

Figure 1-29:Schéma de biosynthése des xanthones

OH

Les tannins

Les tanins désignent des especes polyphénoliques qui sont employées pour tanner
les cuirs. Les tanins présentent une multitude d'activités biologiques. Selon des études, de
nombreux tannins possédent des propriétés antioxydantes. En effet, ces substances
disposent d'une grande capacité de fixation des radicaux libres ainsi que la désactivation

des ions pro oxydants[76].

Par ailleurs, d'autres tanins exercent une activité antiseptique significative. Ceux-

34



Chapitre | Synthése bibliographique

ci montrent en effet des activités antibactériennes, antivirales et antifongiques assez

impressionnantes[76].

Suivant leurs structures biochimiques, les tanins se subdivisent en deux types : les
tanins hydrolysables et les tanins condensés.
Les tannins hydrolysables

Ce type de tanins est constitué de dimeres d'acide gallique condensés a des dérivés
glycosylés. Ceux-ci produisent, aprés avoir €té hydrolysés a chaud avec des solutions
acides étendues, un résidu glucidique (glucose) et un résidu polyphénolique tel que la

brévilagine 1 et 2 [77](Figure 1-30).

7

0] OH HO

OH 0] OH

Brevilagine 1 Brevilagine 2

Figure 1-30:Structure de quelques tannins hydrolysables Brevilagine
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Les tannins condensés

Ce type de tanins est aussi connu sous le nom de pro anthocyanidines. Ces
composés sont dotés de la structure de la molécule de base du flavan-3-ol ou de celui du
flavan-3,4-diol[78]. Ces tannins ne présentent aucun sucre dans leurs molécules. Ils ne
peuvent pas étre hydrolysés en présence d'acides comme pour les tanins hydrolysables.
En revanche, ils se transforment sous l'action d'un acide fort ou des agents oxydants et
donnent des substances rouges qui constituent des phlobaphénes[79]. Les tanins
condensés fournissent une structure dans laquelle le groupe hydroxyle OH sur le composé
phénolique est capable de réaliser des liaisons aux protéines[80]; a titre d'exemple, la

proguibourtinidine et la profisétinidine (Figure 1-31).

HO

HO

OH

OH

profisetinidine Proguibourtinidine

Figure I-31:Structure de quelques tannins condensés
1-3. Activités biologiques des polyphénols

Les polyphénols pour leur part sont bien connus pour avoir des activités
biologiques ayant un lien direct et immédiat avec la santé¢ humaine. Par ailleurs, Halliwell
(1994)[81] souligne également que les polyphénols sont réputés pour leurs propriétés
antioxydantes. De plus, dans des conditions physiologiques, les espéces réactives de
I'oxygeéne (ROS) qui sont produites dans les mitochondries présentent une toxicité pour

I'ensemble dans la cellule. Dans ce contexte, le pouvoir antioxydant exercé par les
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polyphénols se manifeste par un captage direct des ROS, que ce soit dans la phase aqueuse
ou la phase organique. Par ailleurs, ces polyphénols ont deux autres mécanismes d'action:
Le premier est basé sur I'inhibition des enzymes pro-oxydantes ainsi que sur la chélation
de certains ions métalliques tandis que le second est bas¢ sur le renforcement des systémes
biologiques de lutte contre I'oxydation. Les travaux de Halliwell ont révélé que le pouvoir
antioxydant des polyphénols est défini par leurs structures, et notamment par la position
des radicaux hydroxyle sur les noyaux aromatiques ainsi que par la capacité de ces
derniers a supporter la délocalisation électronique. Subséquemment, Fuchs (1998)[82] a
révélé que les polyphénols possedent des vertus connues dans la défense contre le stress
cutané photo-oxydatif engendré par le rayonnement solaire, motifs pour lesquels les
polyphénols font partie de plusieurs préparations cosmétiques pour le traitement du

vieillissement cellulaire et pour la lutte contre le vieillissement cutané[83].

De nouvelles recherches révelent que les polyphénols exercent une activité
antibactérienne considérable[83]. Ces différents composés interviennent par deux
mécanismes d'action : a savoir l'inhibition de la préparation des acides nucléiques chez

les bactéries[84] et I'endommagement de la paroi cellulaire des bactéries[85].

Les polyphénols et tout particuliérement les flavonoides par exemple la quercétine,
les xanthones, la gossypétine, 1'épicatéchine-3-gallate et la myricétine se sont montrées
étre de l'acétylcholestérase (AChE) qui constitue 1'enzyme visée dans le traitement des
maladies d'Alzheimer[86]. En effet, ces produits naturels interviennent en empéchant
I'AchE qui va permettre de rectifier le déficit en acétylcholine et ainsi améliorer son
niveau dans le cerveau. Par conséquent, le fait d'augmenter le niveau d'acétylcholine
constitue le principal précurseur du programme de traitement de la maladie

d'Alzheimer[87].

Huang et Lin (2012)[88] avaient déja montré que les polyphénols permettaient

¢galement de faire chuter le taux de cholestérol présent dans le sang.

Quant aux flavonoides, ils ont permis de traiter des maladies du foie. Par exemple,
un mélange de composés du genre flavolignane et flavanone dénommée silymarine, mis
a I'épreuve sur un modele animal expérimental, a prouvé qu'elle exerce un pouvoir positif
sur les hépatocytes encore intacts et sur les éléments du foie endommagés de manieres

irréversibles[89].
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Dans une autre étude, Martin et al (1994)[86] indiquent que les flavonoides ont
une action anti-allergique. lls interviennent par un effet d'inhibition des enzymes qui
soutiennent la délivrance de 1'histamine par des cellules impliquées notamment dans les

réponses immunitaires : les basophiles et les mastocytes.

Les polyphénols ont aussi des activités anti-inflammatoires[90], ainsi que des

activités antivirales, notamment anti-VIH[91].

Les flavonoides et plus particuliérement la quercétine, la naringine et I'hypolaetin-
8-glucose isolée a partir d'espéces appartenant au genre Sideritis, ont une importante
activité anti-ulcéreuse, puisqu'ils sont capables de défendre la muqueuse gastrique face a

divers agents ulcérogenes[92].

Par ailleurs, d'autres études ont mis en évidence que les flavonoides ont des actions
de protection vasculaire. Ceux-ci agissent sur les vaisseaux du sang sous la forme de leur
activité vitaminique. Celle-ci est impliquée dans la préservation d'une perméabilité
vasculaire saine[93]. Les flavonoides disposent d'une activité antidiabétique, ceux-ci, Ils
agissent en inhibant 'aldose réductase du cristallin[94], par le biais de lamyricétine qui
posséde des effets hypotriglycéridémiques et hypoglycémiants chez les animaux

diabétiques[95].

Enfin, plus récemment, Menaa et al. (2014)[83] ont révélé que les polyphénols
issus d'extraits de plantes sont susceptibles d'étre employés en chimiothérapie. Par
ailleurs, selon d'autres études, le fait d'avoir une alimentation trés riche en polyphénols et
plus particulierement en flavonoides réduit le risque de développer un cancer[96]. Donc,
ces flavonoides pourront avoir une action en affectant la prolifération des tumeurs des le
début de la cancérogenése en augmentant les processus de détoxification, a ce titre par
exemple les flavonoides de citrus qui sont réputés étre des empécheurs de 1'ornithine

décarboxylase, facteur de promotion du cancer de la peau[97].

Activité antioxydante

En effet, des molécules prooxydantes dites radicaux libres ou des especes réactives
de l'oxygene (ERO) se créent tous les jours dans notre organisme. Toutefois, celles-Ci
sont régulées grace aux antioxydants. On parle de stress oxydatif quand la balance est

perturbée en profit des radicaux libres (Figure 1-32). Néanmoins, une production trop
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¢levée de ces molécules réactives ou une insuffisance des mécanismes antioxydants sont

susceptibles de rompre la balance oxydants/antioxydants[90,98].

/

Antioxydants

Pro-oxydants

Figure I-32: Déséquilibre de la balance entre antioxydants et pro-oxydants.

Les origines de ce déséquilibre sont multiples : exposition a des rayonnements
ionisants (forte exposition au soleil, radioactivité artificielle et/ou naturelle), contact
avec des solvants et des pesticides, pollution, utilisation de tabac et d'alcool, pratique
intensive du sport et tout processus pouvant surcharger les processus de détoxification

hépatique, particuliérement une perte de poids notable[99].

Qu’est-ce qu’un radical libre ?

Le terme "radical libre" signifie une espéce chimique, une molécule, un
fragment de molécule ou un atome simple, qui peut avoir une existence
indépendamment libre en contenant au moins un €lectron célibataire (électron non
couplé sur une orbite). Cette particularité lui confére une trés grande réactivité et donc
une demi-vie trés courte. Ces radicaux libres tendront en effet toujours a occuper leur
orbitale en gagnant un électron pour étre plus stables : ils se réduiront donc eux-mémes

en oxydant un autre produit[100].

Oxygéne, especes réactives de I’oxygéne (ERO)

Le corps a toujours besoin d'énergie pour bien fonctionner. En effet, les cellules
convertissent les nutriments provenant de l'alimentation en eau et en énergie. Cette
transformation engendre environ 2% de la production de molécules d'oxygéne. Le

dioxygene (Figure 1-33) peut étre nocif du fait de sa nature oxydante ; il provoque la
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mise en place de dérivés encore plus réactifs dénommés especes réactives de

l'oxygéne[101].
°
Argenin > NO
respiration mitochondriale cytochrome P 450 NAD(P) H oxydase xanthine
oxydase cyclo-oxygénase lipo-oxygénase NOS
° /
Y
°
ONOO
SOD
Hy0,
Fett;Cu'™ catalase
[ ]
OH
MPO GP + GSS H,0+0,
HOCI H20 + GSSH

Figure I-33: Principales voies de formation des espéces réactives de I'oxygéne

NOS= Oxyde nitrique synthase; MPO=méthyloperoxydase ; SOD=superoxyde dismutase;
GP=glutathion peroxydase ; GSSH= glutathion oxydé : GSS=glutathion réduit ; ; O,*= anion superoxyde
ONOOe peroxynitrite; HoO,=peroxyde d’hydrogéne; HOCI= acide hypochloride ;OHe radical hydroxyl;

Radical superoxyde (O2e )

Au sein de notre organisme, une portion d'oxygene moléculaire est en mesure de
capturer de manicre unique et s€quentielle un €lectron menant alors a la création du chef
de file des entités réactives de l'oxygéne : a savoir l'anion superoxyde (02 + & — 02)

[102].

Peroxyde d’hydrogéne H>O-

Peroxyde d'hydrogene H202 qui ne constitue pas un radical libre pouvant étre
produit de fagon secondaire a la dismutation de (O2-")par de la superoxyde dismutase ou
encore produit par de la réduction bivalente de I'oxygeéne par le biais d'un grand cortége
de déshydrogénases, et en particulier I'acyl CoA déshydrogénase, la xanthine oxydase, la

NADH déshydrogénase, la mono-amine oxydase l'uricase..[103]
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20,” 4+ 2H* - H,0, + 0, (I-1)
0, + 2e™+2H* > H,0, (I-2)

De plus, le peroxyde d'hydrogéne constitue un agent de réaction d’oxydation trés
vif, ce sur quoi il est fréquemment utilisé en tant que désinfectant et blanchissant. S'il n'est
en effet pas rapidement €éliminé, il risque de se décomposer et de générer des radicaux

hydroxyles capables notamment d'attaquer les macro-molécules de la cellulaire[104].

Radical hydroxyle

I est essentiellement généré a partir de I'anion superoxyde en présence d'ions

ferriques, dans le cadre de la réaction de Haber-Weiss :

OZI- +Fe¥ o 02 + Fe? (1-3)
H,0, + Fe* — OH + OH +Fe* Reéaction de Fenton (1-4)

0,”+H,0, - OH+OH +0, Réaction d'Haber-Weiss (I-5)

La réactivit¢ du radical hydroxyle dans les milieux biologiques est
particuliérement €levée. Il est en mesure de se " coupler " avec de multiples molécules
grice a une constante de vitesse de plus ou moins 109 a 1010 M1.sL. Il est susceptible de
réagir avec pratiquement tous les composants de la cellule par le biais d'échange
d'¢lectrons, par I'addition de doubles liaisons ou par le retrait d'un atome d'hydrogene, et
constitue un oxydant trés dangereux, certainement le radical libre le plus nuisible en
biologie. Ainsi, le radical hydroxyle constitue un oxydant trés fort, établissant
certainement le radical libre le plus violent en biologie qui serait a la source de la
génération de radicaux libres "secondaires", a la suite de sa réaction avec les différents

composés de la cellule[105].

D’autres espéces réactives de I’oxygéne

Les entités réactives a base d'oxygene incluent non pas seulement les radicaux
libres de I'oxygéne mais également les radicaux libres provenant d'especes autres que
I'oxygene, comme I'acide hypochloreux (HCIO), I'oxyde nitrique - qui peut aisément se

combiner avec Oy afin de former du peroxynitrite (ONOO)[106], et un agent non
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radicalaire qui peut étre a la fois un agent oxydant et nitrosant.[107,108]

Origines cellulaires des espéces réactives de I’oxygene

Par ailleurs, les mitochondries (Figure 1-34) représentent des organites situés dans
le cytoplasme dans toutes les cellules eucaryotes. Ils forment une sorte de systéme de
transport énergétique dans lequel toute I'énergie chimique présente dans les aliments peut
étre convertie, par phosphorylation oxydative, en phosphates hautement énergétiques

(ATP)[109].

H+ H+ H+ H+

Espace
‘ intermembranaire
Complexe I § g §§ Complexe IIT Complexe V Membrance
interne

Complexe IT Matrice

NADH INAD* 1/, 0, H,0

a8

Succinate Fumarate

H+ H+ H+ ADP + Pi ATP + H,0

H+

Figure 1-34: Représentation schématique de la chaine respiratoire mitochondriale

Ainsi, la mitochondrie est le site principal pour la syntheése des radicaux
superoxydes[110]. Au cours de la respiration, le complexe IV de la chaine respiratoire
fournit quatre électrons aux oxygenes, cependant l'oxygéne peut €tre soumis a une
réduction en produisant des espéces réactives de type O2” et HO™. Ces espéces réactives
sont nettement accélérées en cas de réduction du flux respiratoire, surtout lors de la

survenue de maladies génétiques.

Conséquence du stress oxydatif

De plus, le principal danger des radicaux libres est di aux dommages causés par
leur capacité a réagir avec des composants de la cellule, notamment I'ADN[111], les
protéines et les lipides (peroxydation). Ce phénoméne d'oxydation provoque des
dommages sur 'ensemble du corps, en accélérant le processus de vieillissement (maladies
cardiovasculaires et cancer, neurodégénératives, diabéte...) ainsi que la destruction des
cellules et des tissues. La figure 1-35 illustre un type de dégradation de I'ADN par les

especes réactives de I'oxygene[112,113].
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Figure I-35: Dommages causée par les ERO au niveau de ’ADN

Antioxydants et systémes de défense

On peut définir les antioxydants comme étant toute substance capable, en présence
d'une faible concentration relativement au substrat oxydable, de retarder ou de freiner le
processus d'oxydation de ce substrat. La présente définition fonctionnelle englobe un
grand nombre de matiéres, dont certaines enzymes aux propriétés catalytiques précises,
ainsi que des petites molécules liposolubles ou hydrosolubles. La présence de cette grande
variét¢ physico-chimique explique la présence d'antioxydants dans tous les
compartiments de notre organisme, qu'ils apparaissent au stade intracellulaire,

membranaire ou encore extracellulaire[113].

Antioxydants enzymatiques

Afin de lutter contre ces différentes attaques, les organismes ont développé des

dispositifs d'action antioxydants qui ont pour but de :

1. Assurer I'¢limination des espeéces réactives de l'oxygeéne ainsi que des

catalyseurs a leur origine.
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2. Susciter la mise en place de la synthése d'antioxydants.

3. Accroitre l'activité des systémes de réparation des molécules abimées et de

leur élimination.

Trois sortes d'enzymes antioxydantes interviennent dans la défense des especes

réactives de l'oxygene [114]comme indiqué dans la Figure 1-36.

Gluta
Chélateurs
0,

Fer Cuivre

thion
ydase
Chaine Respiratoire
NADPH oxydase = 2 q 20 —> ’OH

Xanthine oxydase

> ONoo-
~ - No

NO°

NO-synthase

Scavengers

Figure 1-36: Action des antioxydants au cours du métabolisme des dérivés réactifs de I'oxygene

*  Les superoxyde dismutases (SOD) se chargent de catalyser la décomposition

de I'anion superoxyde et le transforme en peroxyde d'hydrogéne [115]

* La catalase se charge de la dismutation du peroxyde d'hydrogéne pour le

transformer en eau, afin de permettre son élimination [116,117]

»  La gluthathion peroxydase (GPX) qui assure également la décomposition du
peroxyde d'hydrogéne en se servant du gluthation comme  source

d'hydrogene[118].Antioxydants non enzymatiques

Ces substances sont des antioxydants de source naturelle susceptibles de
contribuer a la prévention des dommages oxydatifs. Ils agissent comme des capteurs de
radicaux libres par des interventions directes sur les molécules pro-oxydantes ou de
maniere indirecte, par la chélation des métaux de transition, ce qui prévient la réaction de
Fenton. Cette catégorie d'antioxydants bénéficie d'un atout majeur par rapport aux
antioxydants enzymatiques. Grace a leur petit volume, ils sont capables de pénétrer
facilement dans le coeur des cellules pour se concentrer a proximité des zones biologiques

cibles. Cette catégorie d'antioxydants regroupe un grand nombre de produits hydrophiles
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et/ou lipophiles et il est partiellement généré par 1'organisme au cours de processus de
biosynthése. Toutefois, le nombre d'antioxydants qui sont produits in vivo demeure trés
restreint. Pourtant, le nombre d'antioxydants qui sont produits in vivo est trés limité. Les
agents les plus actifs sont : le glutathion, les dipeptides, le NADPH, I'acide urique, I'acide

lipoique ainsi que la bilirubine [169] — [171].

La capacité de ce systeme de défense dans le corps est principalement garantie par
I'apport alimentaire. Les plus connus et les plus importants des antioxydants naturels de

petit poids moléculaire se trouvent dans les catégories suivantes :

Acide ascorbique (Vitamine C)

Cette vitamine hydrosoluble est particulierement sensible a la chaleur, a la lumicre
ultraviolette et a I'oxygéne. Une fois ingérée, elle est immédiatement absorbée par le
systéme sanguin, puis répartie de manicre plus ou moins importante entre tous les tissus.
Une consommation minimale quotidienne provenant de I'alimentation est donc

impérative, qui provient majoritairement des fruits et végétaux frais [122].

En biologie humaine, de nombreuses fonctions physiologiques nécessitent la
présence de vitamine C. La plus grande partie des plantes comme des animaux sont en
mesure de la synthétiser a part le singe et I'hnomme a cause de l'absence de 'enzyme

gulonolactone oxydase HOH [123].

Figure 1-37 : Acide ascorbique.

Il constitue un agent antioxydant hydrosoluble puissant, apte a piéger et neutraliser
les entités réactives de 1'oxygene a des concentrations trés basses [124]. C'est un agent
réducteur qui permet de limiter la peroxydation lipidique et intervient dans la

reconstitution d'autres antioxydants tel que I'a-tocophérol [125].
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Tocophérols (dont la vitamine E)

Ce sont des composés liposolubles, ils regroupent quatre éléments dont I'alpha-
tocophérol, aussi appelé vitamine E, qui constitue le plus important antioxydant, le mieux

armé biologiquement [126]

Figure 1-38: Structures des tocophérols.

Ri=Rs = CHs, Ry = H B- Tocophérol
R2=R3=CH3; R;=H v- Tocophérol
Ri=R;=H, R3 = CH3 8- Tocophérol

L'o-tocophérol est amplement exploré en tant que complément alimentaire
susceptible de prévenir certaines maladies cardiovasculaires. Il participe a I'atténuation
du stress oxydatif, aux manifestations des maladies neurodégénératives, et plus
particuliérement a la maladie d'Alzheimer qui a bénéficié récemment de beaucoup
d'intérét. En outre, il freine I'adhésion des leucocytes sur les cellules endothéliales, ainsi

que l'agrégation plaquettaire puis la formation de plaques d'athérome [127].

En effet, il est également présent dans les membranes ainsi que les organites
cellulaires, ou il contribue de facon significative a la limitation de la peroxydation des
lipides, et il se concentre sur ces sites dans les cellules ou la génération de radicaux
d'oxygene est majeure [128]. Il neutralisera les radicaux peroxyles [129], les radicaux

alkyles et les radicaux alcoxyles [130].

Caroténoides

Ce sont des ¢léments pigmentaires produits par les plantes. Les principaux sont le
béta-carotene, ainsi que l'alpha-caroténe. On trouve aussi la lutéine, le lycopene et la
zéaxanthine. Ils conférent aux fruits et aux légumes leurs teintes orange, jaune et rouge.
Leur mission principale est de préserver les plantes. La majorité des caroténoides ont un

pouvoir antioxydant.

Tout comme ils le font pour les végétaux, ils exercent des effets favorables sur
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notre santé [131]. Grace a leurs structures, ils constituent d'excellents capteurs d'espéces
radicalaires, particuliérement en ce qui regarde la lipoperoxydation des phospholipides

des membranes [132].

a-caroténe

Figure 1-39: Deux exemples des structures des caroténoides.

La plupart des caroténoides sont des polyols qualifiés par un systéme de doubles

liaisons conjuguées. Le taux de double liaison conjuguée est compris entre 7 et 15 [133].

Antioxydants de synthése

On trouve de multiples antioxydants synthétiques dont la base est souvent issue
d'antioxydants dans la nature [134]. Afin d'étre utilisés dans la pratique, les antioxydants
requierent les conditions ci-aprés : Ils doivent étre non toxiques, ils doivent étre
hautement actifs a basse concentration (0,01-0,02%) et étre présents a la surface ou dans
la partie grasse de l'aliment [135]. Toutefois, ils doivent étre toujours étre considérés
comme des corps non naturels dans le systéme biologique. Citons a titre d'exemple, les
polyphénols de synthése : Le 3,3',5,5'-Tétra-t-butyl-biphényl-4,4'-diol (Figure 1-40) qui a

manifesté un role préventif sur les éléments neuronaux [136].
HO OH
Figure 1-40 : Structure chimique d’un polyphénol de synthése. (3,3',5,5’-Tetra-t-butyl-biphenyl-4,4’-diol).
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Ainsi que le dendrimeére synthétique polyphénol syringaldéhyde (Figure 1-41) qui
a révélé une importante activité antioxydante conformément au test DPPH qui était deux
fois et 10 fois plus puissant que celui de la quercétine et du trolox. En outre, ce polyphénol
produit par synthése a également montré un effet préventif sur les LDL humaines face a

I'attaque des radicaux libres [137].

OCH;
OCH, OH

HO

OCHj

H3CO N OCH;

N
HCO OH
OCH;

HO

OCH;

Figure I-41: Structure chimique d’un polyphénol de synthese (dendrimere de syringaldehyde).
Polyphénols naturels comme antioxydants

Sur le plan chimique, les composés phénoliques sont aptes a agir en tant
qu'antioxydants [138-140] qui permettent de neutraliser les radicaux libres en faisant don
d'un électron ou a un atome d'hydrogeéne (Figure 1-42). De par leur structure, ils exercent
une action antioxydante non moins importante. Les groupes hydroxyle présents dans les
polyphénols sont effectivement des donneurs d'atomes d'hydrogene ; ils sont capables de
réagir face aux especes réactives de I'oxygene et a celles de 1'azote, et enfin le cycle de

production de nouveaux radicaux se trouve ainsi brisé.

ROO'  + ArOH » ROOH + A0

Alkylperoxyl Phénol

Figure 1-42: Illustration d’un mécanisme d’action des polyphénols : la donation d’hydrogene. Le radical formé devient moins
dangereux.
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Du fait des échanges avec l'espéce réactive initiale, la forme radicalaire du produit
antioxydant est obtenu, avec une meilleure stabilité chimique que le radical initial. Grace
a l'interaction des groupes hydroxyles et des électrons de l'anneau benzénique, les
molécules disposent de propriétés particulieres, surtout la capacité de susciter des
radicaux libres, qui se stabilisent par délocalisation. Le caractére antioxydant de ces
derniers est également di a leur capacité a complexer les métaux ioniques utilisés dans la
production de radicaux libres. Néanmoins, les dérivés phénoliques peuvent se comporter

comme des pro-oxydants [141].
En effet, les polyphénols ont recours a différents mécanismes :
(1 Une inhibition enzymatique ;
(1 Une chélation des ions métalliques ;

(1 Une capture des radicaux libres.

Inhibition enzymatique

Grace a la diversité des fonctionnalités des phénols, ceux-Ci interagissent si
puissamment avec les particules protéiques que de nombreux complexes protéines-
polyphénols se précipitent, entrainant ainsi leur emploi dans le processus de tannage du
cuir [142]. Les interactions polyphénol-protéine ont ét¢ abondamment examinées in vitro,
en particulier en ce qui concerne les flavonoides [143,144]. Pour clarifier le mécanisme
de fonctionnement de l'activité inhibitrice des flavonoides, des travaux ont été réalisés au
sujet de l'effet de la quercétine sur le processus d'oxydation de l'acide linoléique en
présence d'une lipoxygénase. Pour ces auteurs, le mécanisme d'inhibition des
lipoxygénases au moyen de la quercétine résulterait non pas de la complexation ou de
I'oxydation de Fe?*, en revanche, il s'agirait d'une inhibition irréversible issue de liaisons
covalentes existant entre I'enzyme et les dérivés oxydés du produit quercétine (radical

phénoxy ou quinone)[145].

Chélation des ions métalliques

En effet, le cuivre ainsi que le fer libre ( qui existe en excés général ou en exces
localisé ) produisent des radicaux hydroxyles extrémement réactifs en partant de I'espece

peu réactive H2O, par le biais d'une réaction dite de Fenton [146]. Considérons par
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exemple le fer qui se présente sous la forme de deux états d'oxydation distincts : celui des
ions ferreux et celui des ions ferriques. L'ion ferrique (Fe**) constitue biologiquement la
base inactive du fer. Toutefois, il peut se réduire a la maniére sous forme active Fe?* selon
les différentes conditions, en particulier le pH. Il peut ensuite étre oxydé par la voie de la
réaction de Fenton décrite ci-dessous, qui génére des radicaux hydroxyle [147].

Fe(ll) + H,0, — Fe(lll) +OH + OH" (1-6)
Ou provenant des réactions du cycle de Haber-Weiss avec les anions superoxydes.

La génération de ces derniers peut conduire a un phénoméne de peroxydation des lipides,

a une altération des protéines ou encore a des détériorations de ' ADN [147].

Par ailleurs, la création de radicaux hydroxyles est également associée a la création
d'anions superoxydes au niveau des cellules, qui se transforment en H20- et O en raison
de la participation de I'enzyme superoxyde dismutase (SOD) conformément a I'équation

suivante :
20,” +2H" =2 3H,0, + O, (1-7)

La réaction connue sous le nom de réaction de Haber-Weiss entre des anions
superoxyde Oz~ et du peroxyde d'hydrogéne aboutit a la synthése de radicaux hydroxyle

‘HO" en vertu de la réaction :
0, +H,0,—> OH+0OH+0, (I-8)

Alors, lorsque l'anion O2- se trouve pas capable de passer les membranes
cellulaires et a une courte demi-vie, H20> se trouve plus stable et agit comme un second
messager qui peut passer les membranes et agit dans la signalisation a grande distance au
sein des plantes [148]. Par ailleurs, le fait de chélater des métaux de transition comme le
fer ou le cuivre a pour effet de bloquer la réaction de Fenton dans les environnements
biologiques. Il en résulte un mécanisme de fonctionnement antioxydant [149]. Les
flavonoides présents en abondance dans les végétaux et dans le régime alimentaire sont

reconnus comme de puissants chélateurs pour les ions métalliques [150].

50



Chapitre | Synthése bibliographique

Attachement du fer par les ligands catecholate, gallate et semiquinone

11 est largement prouvé que les composés catéchol et gallol (Figure 1-43) ainsi que
certains dérivés fonctionnalisés (y compris la plupart des composés polyphénoliques)

représentent des chélateurs de métaux efficaces.

4] 5]

OH OH

OH OH

OH

Figurel- 43: Les structures du : (A) catéchol. (B) gallol.

Quand elles sont déprotonées afin de constituer une attache pour le métal, on
désigne les fonctions catéchol et gallol sous le nom de groupes catécholate et gallate,
respectivement. Ainsi, les ions métalliques qui privilégient la géométrie octaédrique, tels
que les ions Fe?* et Fe* sont & méme de coordonner trois groupements catécholate ou

gallate (Figure 1-44) [151].

OH \? + 6]‘]Jr

3 bR — 3 /'ie’\o

OH

Figure 1-44: La géométrie octaédrique de coordination prévue du complexe général du fer-polyphénol.Gallols, R=0OH ;
catéchols, R=H. La Coordination

On peut donc s'attendre a ce que les polyphénols dotés de groupes catéchol ou
gallol fassent toujours I'objet d'une liaison avec le fer conformément au mode 3:1 (Figure
I-44). Néanmoins, puisque les polyphénols offrent une grande diversité structurelle, ils
pourraient donc montrer des modes de coordination variés. Comme la valeur de la
constante pKa varie entre 7 et 9 pour la majorit¢ des hydrogeénes acides et que les

polyphénols sont aisément déprotonés au contact du fer, ceux-ci forment des complexes
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extrémement stables. Sachant que les ligands de type polyphénol permettent de stabiliser
fortement les ions Fe*® davantage que les ions Fe*2, et donc les complexes catécholate et
gallate avec les ions Fe*? sont facilement transformés en présence d'oxygéne O pour
former le complexe Fe*3-polyphénol, phénoméne généralement qualifié d'auto-oxydation
(Figure 1-45) [151].

R X R
" \ [o:] \
fre —— /FeZ* S / "
O 0]

Figure 1-45: Coordination de Fe*? par des polyphénols suivant la réaction de transfert d'électron en présence de l'oxygéne
conduisant a la génération du Complexe Fe*3 polyphénol.

Réduction du Fe*® par les ligands des polyphénols

Aprés fixation d'un ligand catécholate ou gallate sur Fe*3, en effet, le polyphénol
est capable de réduire le fer en Fe*2. Au cours de ce processus, le polyphénol se transforme

en semiquinone (Figure 1-46).

R R R
OH O\ o, Fe** Y
Cp — P /Fe3+ — = Fe — P +Fe?t
O 0}
OH [0}

Figure I-46: Coordination de Fe3* par des polyphénols conduisant a la réduction du fer et a la formation d’une semiquinone,
et la réduction de Fe3* forme une espéce de quinone et Fe*2. R= H, OH.

R

A faible pH, le ligand semiquinone se protonise pour produire un ligand stable et
neutre. Quand la forme semiquinone est produite, le polyphénol pourra réduire un autre
équivalent de Fe™ en méme temps que la semiquinone se transforme en quinone.
Toutefois, ce mécanisme de réduction de I'excés de fer est souvent associé a l'activité

antioxydante ainsi qu'a l'activité prooxydante des substances phénoliques [151].

Piégeage des radicaux libres

La propriété antioxydante des composés phénoliques repose sur leur capacité a

neutraliser les radicaux libres et en particulier les espéces réactives de I'oxygene, le mode
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opératoire utilisé étant radicalaire[152]. Ils interférent dans le processus d'oxydation au
niveau des lipides et de nombreuses autres molécules en faisant un don rapide d'un atome
d'hydrogéne au profit des radicaux libres suivant un modele proposé des 1976 de Sherwin:
En effet, l'antioxydant céde de mani¢ére formelle un radical hydrogeéne, qui peut
correspondre a un transfert d'électron suivi, de fagon plus ou moins rapide, par le transfert
de proton, pour aboutir a un radical intermédiaire (Figure 1-47). Celui-ci est stabilisé grace

a ses structures mésomeres conjuguées[153].

OH
R’ +© —» RH + - -

Figure I1-47: Mécanisme d’action des antioxydants phénoliques.

Les radicaux phénoxy intermédiaires (PO") font preuve d'une relative stabilité du
fait de la résonance et par conséquent, il n'est pas évident d'initier une nouvelle réaction
sous forme de chaine [154]. Par ailleurs, ils peuvent intervenir avec d'autres radicaux

libres en suivant la réaction :
PO + R — POR (I-9)

Les composés phénoliques ont une structure chimique adéquate pour permettre le

couplage des radicaux libres, dans la mesure ou ils disposent :

v" Des groupements phénoliques hydroxyles pouvant offrir un atome

d'hydrogene et/ou un électron au radical libre.
v Un systéme aromatique de base stabilisé au moyen de la résonnance [154].

En général, les flavonoides et surtout les flavan-3-ols constituent de bons agents
d'élimination des radicaux libres[155]. Du fait de la disponibilité du 3',4'-dihydroxy et de
la disposition du groupe o- dihydroxy (structure catéchol) au niveau du cycle aromatique
B, ils possedent la propriété de céder d'électrons. Par ailleurs, la mise en présence du 3-

OH du cycle C joue également un role bénéfique au niveau de I'activité antioxydante de

53



Chapitre | Synthése bibliographique

ces flavonoides. La disponibilité de la double liaison C2-C3z conjuguée avec le groupe 4-
céto permet la délocalisation des électrons du noyau B, ce qui renforce l'activité de

captage des radicaux libres (Figure 1-48)[156].

Figure 48 : Les caractéristiques structurelles des flavonoides avec une activité de piégeage des radicaux libres élevée

I-4. Intéréts thérapeutiques des polyphénols

En effet, la plus grande caractéristique des polyphénols consiste a étre des agents
antioxydants trés performants. Ils sont en effet capables de piéger les radicaux libres et
de stimuler les autres antioxydants contenus dans l'organisme. Grace a cette méme activité
antioxydante, les polyphénols permettent de réguler les bons et les mauvais radicaux
libres, tels que 1'oxyde nitrique, qui contribue a une bonne circulation sanguine, assure la
cohérence entre l'activité du systeme de défense et celle du cerveau et régule la
communication entre les neurones[157]. L'activité antioxydante des polyphénols peut se
faire sur les transporteurs de lipides sanguins, en particulier sur le "mauvais™ porteur de
cholestérol (LDL ou lipoprotéine de basse densité). Ainsi, les polyphénols entravent la
création de LDL oxydées, un phénoméne qui se déroule dans différents états
pathologiques marqués par le stress oxydatif[158]. Ils permettent de lutter efficacement
contre l'inflammation et de diminuer la fragilité des capillaires, ils atténuent les effets de
la maladie du diabete et préservent la peau contre les rayons ultraviolets en atténuant les
dégéts causés par les rayons solaires[159]. Plusieurs études épidémiologiques indiquent
qu'une alimentation contenant des polyphénols contribue a réduire le nombre de maladies

chroniques[160].

54



Chapitre | Synthése bibliographique

Polyphénols et cancer

Un des aspects intéressants concernant les propriétés biologiques des polyphénols réside
dans la lutte contre le cancer. Ainsi, un certain nombre d'études menées in vitro et in vivo ont révélé
le role des polyphénols comme acteurs de la préservation de différentes maladies cancéreuses[161].
De multiples études ont mis en évidence que trois sortes de cancer (prostate, sein et digestif) sont
fortement influencées par l'alimentation, plus particulierement par la teneur en lipides et en
antioxydants, et que grace a sa richesse en polyphénols, la consommation d'huile d'olive pourrait
favoriser la prévention de plusieurs cancers dont celui de la prostate[162]. Des travaux plus
modernes ont montré les activités anti-carcinogenes de la curcumine de 1'épigallocatéchine-3-gallate

(EGCG) et du resvératrol dans le cadre du traitement du cancer du col de 'utérus[163].

Enfin, les effets inhibiteurs du thé vert et du thé noir en matiére de traitement contre le cancer
ont ét¢ amplement explorés. Les polyphénols du thé de la famille des flavanols-3-ols sont de
puissants composés bioactifs qui agissent sur 1'initiation, le développement ainsi que la progression
du cancer en suivant des processus critiques[99]. Ils ont la possibilité de rompre ou d'inverser le
déroulement de la cancérogenése en influant sur les molécules du circuit de signalisation
intracellulaire responsables de l'initiation et/ou de la stimulation du cancer, dans le but de stopper
ou d'inverser son évolution. Les polyphénols sont susceptibles de stimuler 1'apoptose au sein des

cellules cancéreuses grace a la modulation de divers éléments de signalisation cellulaire clés[164].

Polyphénols et maladies cardiovasculaires

En effet, différentes études épidémiologiques révelent qu'il existe une forte corrélation entre
la prise d'aliments riches en polyphénols et les risques de subir des maladies cardiovasculaires [165].
Ainsi, au niveau des arteres, les polyphénols freinent I'oxydation des lipoprotéines de basse densité
(LDL) permettant ainsi d'éviter l'athérosclérose (€paississement de la paroi des arteres qui conduit
a une diminution du débit sanguin jusqu'a l'asphyxie des sites irrigués). De plus, les polyphénols
bloquent I'agrégation plaquettaire impliquée dans le processus de la Thrombose, qui entraine un
blocage des arteres. Par conséquent, en empéchant I'arthrosclérose ainsi que le risque de thrombose,

ces molécules réduisent le danger d'infarctus du myocarde[157].

Conformément aux recherches épidémiologiques, une plus grande consommation de
flavonoides extraits des fruits et [égumes est associée a un risque plus faible de développer une
maladie cardiovasculaire. Les mécanismes de cette observation ne sont pas clairs, mais les preuves

suggeérent que les flavonoides exercent leurs effets en réduisant les facteurs de risque
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cardiovasculaire. De récentes preuves suggerent que plusieurs polyphénols sous leur forme purifiée,
y compris le resvératrol, la berbérine et la naringénine, exercent des effets avantageux sur la
dyslipidémie sur des modeles humains ou animaux. Ainsi, un traitement a base de naringénine a

permis d'atténuer l'athérosclérose en corrigeant la dyslipidémie[166].

Polyphénols et inflammation

L'inflammation constitue la principale réponse de notre organisme a une éventuelle attaque
et elle est régulée avec précision de manicre a réduire les dommages potentiels aux structures de
notre corps. Toutefois, une régulation inadéquate de ce phénomeéne peut aboutir a un état
inflammatoire permanent. La grande majorité des pathologies chroniques possédent une
composante inflammatoire. Ceci est le cas de l'obésité, du diabéte de type II, des maladies
cardiovasculaires et de nombreux cancers. Les diverses approches menées sur les effets bénéfiques
des polyphénols dans ces contextes pathologiques indiquent qu'ils réduisent les indicateurs
d'inflammation et interviennent sur de multiples cibles moléculaires au cceur des voies de
signalisation pour l'inflammation. De multiples études ont également révélé que les polyphénols et
leurs métabolites servent de modulateurs pour les voies de signalisation de 'inflammation. Ainsi,
des travaux menés chez I'homme en bonne santé ont mis en évidence qu'une nourriture riche en
fruits et légumes est inversement corrélée avec les marqueurs de l'inflammation au niveau du
plasma, et que la prise d'anthocyanes est corrélée a une baisse des teneurs en cytokines

circulantes[167].

Des recherches récentes ont démontré que les flavonoides, notamment les flavonols, peuvent
prévenir de la douleur musculaire en accélérant la réparation des tissus au niveau moléculaire. De
maniere spécifique, ils inhibent I’enzyme NOS responsable de la synthese de 1’oxyde nitrique, qui
est déclencheur chimique de I’inflammation. D’autres études, affirment I’action inhibitrice de ces
flavonoides, plus particulierement la lutéoline, I’apigenine, catéchine sur la cyclo-oxygénase

enzyme synthétiques des molécules impliquées fortement dans le processus inflammatoire[168].

Polyphénols et maladies neurodégénératives

La plupart des maladies neurodégénératives comme la maladie de Parkinson et celle de
I'Alzheimer posent un probléme de plus en plus sérieux lié aux pathologies liées au vieillissement
du cerveau, essentiellement du fait que leur prévalence augmente avec l'dge. Ces pathologies
neurodégénératives, et bien d'autres, semblent étre le résultat d'événements multifactoriels parmi
lesquels la neuro-inflammation, un accroissement du stress oxydatif, un épuisement du fer et/ou des

antioxydants endogenes. Par ailleurs, la prise réguliére d'aliments et/ou de boissons contenant des
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flavonoides a été établie pour réduire de 50% en moyenne le risque de démence, maintenir les
aptitudes cognitives avec l'age, ralentir le début de la maladie d'Alzheimer et atténuer le risque de
développement de la maladie de Parkinson. Les flavonoides sont susceptibles de protéger le cerveau
de plusieurs fagons, y compris en protégeant les neurones les plus vulnérables, en améliorant la
performance neuronale existante ou en favorisant la régénération neuronale[169].De multiples
recherches d'intervention alimentaire effectuées chez I'homme ou chez I'animal avec des aliments
ou des breuvages a base de vigne, de thé ou de petits fruits comme les myrtilles ont permis de
constater des progres au niveau de la mémoire et de la faculté cognitive. Toutefois, il apparaissait
que les vertus antioxydantes des flavonoides présents dans ces denrées ne suffisent pas a elles seules
a justifier leurs effets favorables sur le cerveau, notamment parce que la concentration en composés
présents a ce niveau était relativement faible (Spencer 2008a). Il a en effet été proposé que les
polyphénols pourraient agir sur les neurones vulnérables en les protégeant, en favorisant la fonction

neuronale et la circulation sanguine, ainsi qu'en favorisant la neurogenése[153].

I-5. Activité antibactérienne et antifongique

Il est bien connu que la lutte contre les infections bactériennes se fonde principalement sur
I'utilisation d'antibiotiques. Or, la consommation a grande échelle de ces "médicaments" a conduit
a la sélection de souches multirésistantes, d'ou 1'importance d'orienter la recherche vers de nouveaux
substituts, notamment les plantes qui ont toujours €té une source d'inspiration dans la recherche

médicale[170] .

Les infections bactériennes

Une infection bactérienne est un groupe de troubles provenant de la pénétration d'une

bactérie pathogéne dans un organisme. Elle peut étre :
- locale, lorsqu'elle se traduit uniquement au niveau ou les germes ont pénétré ;

- générale, lorsqu'un germe franchit les barrieres opposées par I'organisme a son entrée (peau,
mugqueuses) ou au niveau des ganglions, il passe dans le sang et est disséminé par celui-ci dans tout

I'organisme ;

- focale : c'est I'infection focalisée dans les tissus ou organes ou les germes sont amenés par

la circulation sanguine. [171]
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Rappel sur les bactéries

Une bactérie se définit comme un microbe constitué¢ d'une seule cellule, perceptible au
microscope, et faisant partie d'une zone de transition entre les régnes animal et végétal. En outre,
comme toute cellule, les bactéries comprennent un noyau, isolé ou diffus, un protoplasme
renfermant des granulations et des vacuoles, une paroi et quelquefois une capsule. Quelques
bactéries sont mobiles grace a des cils vibratiles. En fonction de leur mode de nutrition et de leur

attitude vis-a-vis de 1'oxygene, les bactéries sont réparties en aérobies et anaérobies.

Pour se développer, les bactéries doivent trouver dans le milieu extérieur les conditions
physico-chimiques favorables qui leur sont nécessaires et une nourriture couvrant leurs besoins
énergétiques fondamentaux et spécifiques. Sur le plan pratique, ces besoins sont satisfaits dans les

milieux élaborés par I'nomme pour étudier les bactéries et sont donc appelés milieux de culture[172]

Caractéristiques des souches bactériennes utilisées

Staphyloccocus aureus

Les staphylocoques en général sont des bactéries sphériques, qui se répartissent sur plusieurs
plans pour former des grappes réguliéres ou irréguliéres, d'ou leur nom (en grec staphylos), ils sont
immobiles et se développent sur des milieux contenant 5% de NaCl et pour certains jusqu'a 10 et
méme 15%. Ils sont aérobies ou anaérobies facultatifs. Les staphylocoques sont des germes
ubiquitaires largement répandus dans l'environnement naturel de I'homme, mais ils sont plus
fréquemment et en plus grande densité sur les surfaces cutanées et muqueuses des mammiferes. Il
existe une certaine relation entre les especes de staphylocoques et 1'hote qui les héberge.
Staphyloccocus epidermidis est I'espéce la plus fréquente et la plus abondante sur les surfaces
cutanées humaines. StaphyloccocuUs aureus est l'espece prédominante chez 'homme et les autres
mammiferes, la cavité nasale de 'homme étant sa niche préférée. Les staphylocoques ont un pouvoir
pathogene opportuniste extrémement large qui s'exerce avec une grande fréquence dans le milieu
hospitalier. L'espéce Staphyloccocus aureus, responsable d'infections pyogénes de la peau et des
mugqueuses (furoncle, impétigo, staphylococcie maligne de la face, staphylococcie bulleuse, etc.),
mais aussi des os (ostéomyélite), du tube digestif (entérocolite post-antibiotique), des septicémies.

Staphyloccocus epidermidis est un agent de plus en plus fréquent des infections nosocomiales[172]

Pseudomonas aeruginosa

Ce goupe fait partie de la famille des Pseudomonadaceae. Les bactéries de cette famille sont

des batonnets, mobiles par des cils polaires, aérobies stricts. Les Pseudomonas se développent
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facilement sur les milieux habituels, en aérobie, a la température de 30°C, certaines espéces comme
Pseudomonas aeruginosa sont capables de se développer a 41°C et méme 43°C ; cette
caractéristique étant utilisée pour le diagnostic. La production de pigments est assez courante dans
le genre. Deux d'entre eux sont particuliecrement communs et utiles pour la reconnaissance des
especes : la pyocyanine, un pigment phénazinique, soluble dans 1'eau et le chloroforme, spécifique
de Pseudomonas aeruginosa ; la pyoverdine, ou pigment fluorescent vert, soluble uniqguement dans
l'eau et ¢laboré notamment par Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas fluorescens. Ces bactéries
sont capables d'utiliser une grande variété de substrats comme source de carbone et d'énergie. Il
s'agit notamment des glucides, des lipides, des acides aminés, des acides organiques, mais aussi
d'un grand nombre de composés aromatiques benzéniques, phénoliques, terpéniques, stéroidiens.
Dans le genre Pseudomonas, certaines especes se distinguent, en raison de leur pouvoir pathogéne
opportuniste. Pseudomonas aeruginosa, I'espéce typique, est un germe ubiquiste que 1'on trouve
couramment dans le sol et encore plus dans I'eau, capable de se multiplier a 41°C, contrairement a
Pseudomonas fluorescens et Pseudomonas putida. Fréquemment isolé sur la peau et les muqueuses
de I'hnomme ou des animaux, il est aussi particuliérement résistant aux antibiotiques et méme aux
antiseptiques. En milieu hospitalier, il provoque des surinfections et des suppurations locales ou
profondes, isolées essentiellement chez des patients présentant une immunodéficience locale ou
générale (brlés, cancéreux, etc.), et est trés fréquemment impliqué dans des infections
nosocomiales (infections pulmonaires, cutanées, etc.). Il est également phytopathogéne avec de

nombreuses autres espéces du méme genre [172].

Escherichia coli

Ce groupe comporte 5 espéces, mais Escherichia coli est la plus importante. Cette espéce est
subdivisée en sérotypes en fonction des antigénes présents. Escherichia coli, un hdte commun de
l'intestin de 'homme (108/g de selles), et des animaux ; a ce titre, il est recherché comme genre
témoin de la contamination fécale, dans l'eau et les aliments. Au sein de l'espece, il existe des
pathotypes souvent associés a des sérotypes particuliers. Certains de ces pathotypes sont
responsables d'infections intestinales (gastro-entérites et diarrhées) ; leur pathogénicité est induite
par des facteurs d'adhésion et/ou la production d'entérotoxines. Escherichia coli entéropathogene
(diarrhée infantile), Escherichia coli entérotoxigeéne (turista), Escherichia coli entéro-invasif
(invasion des cellules intestinales), Escherichia coli entéro-hémorragique (diarrhée sanglante),
Escherichia coli entéro-adhérent (diarrhée du voyageur). D'autres provoquent des méningites
néonatales, des infections urinaires ou des septicémies qui correspondent & un nombre limité de

sérotypes [172].
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Proteus vulgaris

Ce groupe est caractérisé par leur grande mobilité, et sont probablement d'origine tellurique.
Certaines especes d'intérét médical telles que Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Morganella
morganii (anciennement Proteus morganii), peuvent induire des infections urinaires (dans 60% des
cas d'infections urinaires), des infections cutanées (surinfections de plaies chirurgicales, de

brilures...), des infections des voies respiratoires (otite suppurée chronique, sinusite), et méme des

septicémies[174]

Figure 1-49: Aspect morphologique des micro-organismes étudiés (Pieri et Kirkiacharian, 1992) (a) : S. aureus ; (b) : E. coli ; (c) : P.
aeruginosa

Les antibiotiques

Pour de nombreuses raisons, il est apparu utile et, dans certains cas, indispensable de
controler le développement des micro-Organismes, car certaines bactéries sont hautement
pathogeénes pour I'homme ou I'animal et il fallait naturellement se protéger de leurs effets néfastes
et empécher la transmission de maladies infectieuses. Les bactéries ne sont pas seulement nuisibles
pour I'homme et l'animal, mais d'autres produits, substances ou matériaux peuvent étre détruits ou
altérés par leur multiplication : détérioration des denrées alimentaires ; de nombreux monuments de
grand intérét historique sont dégradés (maladie de la pierre) ; les canalisations peuvent également
étre perforées. Il est donc devenu indispensable pour 'homme de lutter contre l'invasion des micro-
organismes, de préserver ses biens, son potentiel industriel, son patrimoine artistique et de "protéger
son existence méme". Les moyens de lutte sont nombreux, les agents physiques (température,
rayonnement...), les agents chimiques (métaux lourds, chlore et dérivés, alcools...) sont trés actifs
mais nocifs, tant pour les bactéries que pour les cellules humaines ou animales. Mais il existe
d'autres agents, possédant une "toxicité sélective" : ils s'opposent a la multiplication bactérienne
sans nuire aux cellules hotes, et sont utilis€s pour cette raison en thérapeutique, ce sont les

"Antibiotiques"[172]
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Principe de base de I'antibiothérapie

La prescription et la délivrance d'un antibiotique doivent &tre rigoureuses. Il est donc
nécessaire de convaincre le patient de la durée, de la posologie et des précautions d'emploi de
l'antibiotique (ATB). La décision et le choix de l'antibiothérapie sont basés sur un diagnostic

clinique complété par des connaissances biologiques[175]

Résistance des antibiotiques

La résistance d'un germe peut se produire, si le germe appartient a la méme espece
(résistance naturelle) alors la résistance acquise n'est présente que dans certaines souches. La
résistance acquise d'une espéce bactérienne a un antibiotique se développe au fur et @ mesure de
I'administration de I'antibiotique. Elle se traduit par une augmentation de la concentration minimale
inhibitrice. Dans 10% des cas, cette résistance acquise est due a des modifications génétiques de la
bactérie, alors que dans 90% des cas, cette résistance est due a I'acquisition de plasmides qui sont
des molécules d'ADN présentes dans le cytoplasme des bactéries. Le transfert des plasmides se fait
par conjugaison, par mobilisation ou par transformation. La résistance aux plasmides permet aux
bactéries de développer des enzymes capables de détruire la molécule antibiotique, par exemple les
B-lactamases pour les B-lactamines, les adénylases-acétylases-phosphorylases pour les
aminoglycosides, les tétracyclines et les sulfamides. Cette résistance des germes aux antibiotiques
explique lI'importance de I'antibiogramme, qui permet de choisir I'antibiotique le plus efficace pour
un germe donné, et 'identification des germes multirésistants dont la dissémination doit étre évitée

dans les hopitaux[176]

Mécanisme d'action des antibiotiques

Les antibiotiques agissent sur la synthése de la paroi bactérienne. La paroi est constituée de
mucopeptide. Les antibiotiques bloquent la transpeptidase qui intervient pour synthétiser la paroi
des cellules filles en provoquant la formation d'une paroi incomplete conduisant a 1'éclatement de

la bactérie. Exemples : 3-lactamines, bacitracine, vancomycine.

Sur la structure de la membrane cytoplasmique Les antibiotiques entrainent une modification
de la membrane cytoplasmique et sa dissociation, ce qui provoque une fuite du cytoplasme.

Exemple : polymyxine et colistine.

Sur la synthese des protéines bactériennes L'ADN du noyau communique a I'ARN messager
(ARNm) le code pour la synthese des protéines. Cet ARNm entre en contact avec le ribosome qui

rencontre 'ARN de transfert (ARNt) qui apporte les acides aminés. Certains antibiotiques
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interdisent la libération de l'acide aminé par I' ARNt. Exemple : les tétracyclines.

D'autres perturbent la lecture du code de synthése sur I'ARN messager. Exemple : les
aminoglycosides. Le chloramphénicol empéche 1'enzyme qui permet aux acides aminés codés de
s'assembler en polypeptides utiles. Sur I'ADN nucléaire, ces antibiotiques interviennent en

interférant avec la réplication de I'ADN. Exemple : rifamycine, acide nalidixique[177]

Antibiotique
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(2) L'antibiotique peut étre inactivé par I'action d’une enzyme.

(3) La modification de la cible empéche la fixation de I’antibiotique.

(4) La protection de la cible empéche la fixation de I'antibiotique.

(5) Les systémes d’efflux provoquent une élimination de I’antibiotique hors de la cellule.
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Figure I-50: Mécanisme d’action des antibiotiques
I-6. Activité anticorrosion

Le mot corrosion dérive du terme latin corrodere, qui a pour sens "attaquer, ronger"[178].
La corrosion a des effets sur tous les métaux. Elle est le résultat d'interactions physico-
chimiques entre le matériau et son environnement conduisant a des modifications des propriétés
du métal, souvent associées a une détérioration fonctionnelle du métal. Concernant l'acier, la

corrosion se traduit par la formation de la rouille.

Ce dernier, composé notamment d'oxydes plus ou moins hydratés, ne se développe qu'en
présence de 1'oxygene et de 1'eau a des conditions de température ambiante. Cette corrosion est
nommeée aqueuse et représente la forme la plus commune de corrosion dans la construction
métallique. Il existe d'autres formes de la corrosion dans des milieux spécifiques. La corrosion
est un procédé électrochimique ; cela implique que des piles se créent a la superficie de I'acier,

dans desquelles I'une des électrodes, 1'anode, se consume au profit de l'autre, la cathode, qui
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demeure intacte. L'¢lectrolyte est de 1'eau, plus ou moins conductible et oxygénée. Le recours
a l'acier comme matériau de construction est trés largement répandu dans le monde
industrialisé. Une gamme étendue d'alliages disponibles permet d'obtenir des matériaux
adéquats pour chaque application. En plus de cela, le colit concurrentiel de 'acier au carbone
est également un des ¢léments importants qui favorise son utilisation, au profit d'autres métaux
comme l'aluminium ou l'acier inoxydable. Par ailleurs, I'acier doux est un alliage plus

vulnérable a la corrosion.

L'acier exposé a un environnement alcalin présente généralement une couche d'oxyde
passive. En effet, cette fine couche colle fortement a la surface du matériau et empéche tout
contact de l'alliage avec l'oxygene et 1'eau. Ce processus de défense des matériaux s'appelle la
passivation. Il disparait quand le milieu environnant enregistre une diminution du pH, ce qui

contribue également a promouvoir sa corrosion.

En outre, le mécanisme principal du processus de corrosion des aciers dans un contexte
propre est associé¢ a la présence d'ions chlore. Les chlorures ont deux conséquences dans le
processus de corrosion : outre leur effet destructeur sur la couche superficielle passive, ils

permettent le transport des ions en abaissant la résistivité de leur électrolyte.

1-6-1. Généralités sur la corrosion

Mécanisme de la corrosion

Le processus de corrosion se déclenche avec la production d'une pile électrochimique qui
apparait lorsque deux ¢léments d'une structure ont un potentiel électrique distinct. Cette divergence
de potentiel provient souvent d'hétérogénéités dans le matériau ou dans I'environnement proche. La
superficie de l'acier est alors composée d'une multiplicité de microcellules, elles-mémes constituées
de régions dites anodiques ou les électrons sont dégagés et de régions cathodiques ou les électrons

sont absorbés.

En milieu aqueux, le proces de corrosion électrochimique de 1'acier peut se décrire de fagon

simplifiée par deux réactions électrochimiques fondamentales simultanées.
Dans la région anodique, nous aurons :

Fe — Fe®" + 2e (1.10)

Les ions ferreux Fe?* traversent la solution et pourront étre ensuite oxydés en ions ferriques
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Fe3*. Dans la région cathodique, les électrons créés sont absorbés afin de rétablir 1'équilibre
¢lectronique. Les réactions cathodiques qui y correspondent sont la réaction de réduction de
I'oxygeéne en solution dans I'eau (I-11) ou la réaction de réduction du proton avec dégagement

d'hydrogéne (1-12) :

0,+ 2H,0 + 4e” - 40H" (1.11)

2H" +2¢ > H, (1.12)

Les ions hydroxydes OH - produits en solution pourront se combiner avec les ions Fe 2*
et précipiter sous la forme d'hydroxyde ferreux a la superficie de l'acier, quand les

concentrations en ions ferreux et hydroxydes le tolérent :

Fe’" +20H™ —Fe(OH), (1.13)

Ce dernier peut alors s'oxyder pour produire de I'oxyde ferrique Fe2O3 ou de la magnétite
FesO4 hydratés ou bien évoluer en goethite ou Iépidocrocite, respectivement o ou y-FeOOH. Ces
derniers, en revétant la surface du métal, permettent de former une couche de passivation qui peut
étre de nature protectrice en suivant son étanchéité. En plus, la porosité de cette couche va permettre

de contrdler les vitesses de corrosion.
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-_g Réduction de 'oxydant
0
% ) Transport
Y i des produits —— | Produitréduit
& n.e de corrosion

A — f—mrn— . ]
Ad.sorption- Transport de matiére
Desorption
—
L Transfert de charge
._g’ Oxydation du métal Transport
! ™ des produits —— 51— lon métallique
Y de corrosion
= Processus Processus
@ rapide lent
1
T
Métal | Couche de diffusion ou interface Electrolyte
Double
couche

Figure I-51: Les différents processus se déroulant a l'interface lors de la corrosion d‘un métal en milieu liquide [179]

64



Chapitre | Synthése bibliographique

Adsorption physique

L'adsorption physique est attribuée aux forces de Van Der Waals, qui se distinguent par de
trés faibles énergies de liaison, moins de -20 kJ.mol? (figure 1-52) [180], ou bien aux forces
¢lectrostatiques qui agissent entre la charge ionique ou bien les dipdles de 1'espéce qui inhibe la

corrosion et la surface du métal a charge électrique.

La charge du métal est déterminée par la localisation du potentiel de corrosion de ce méme
métal vis-a-vis de son potentiel de charge nulle. Si le potentiel de corrosion du métal est moins élevé
que le potentiel de charge nulle, on favorise I'adsorption des cations ; réciproquement, les anions
sont également adsorbés lorsque le potentiel de corrosion du métal se trouve dans la zone de

potentiel positif par rapport au potentiel de charge nulle [181].

Au contraire, les anions peuvent étre adsorbés lorsque le potentiel de corrosion se situe dans
la zone de potentiel positif par rapport au potentiel de charge nulle. Par ailleurs, dans certains cas,

la charge de surface pourra étre modulée par I'adsorption d'une couche d'ions intermédiaires.

B Chemisorption

e  Physisorption
mnnminnn Retrodonation

Figure I-52: Schéma descriptif de I‘adsorption physique et chimique

Adsorption chimique

La chimie-adsorption fait intervenir des énergies de liaison importantes. Cette adsorption est
assortie d'une modification importante de la répartition des charges électroniques des différentes
molécules adsorbées, les forces impliquées sont du méme genre que celles qui sont impliquées dans
la création de liaisons chimiques. Elle est trés souvent irréversible (ou pratiquement irréversible),

propre a chaque métal et engendre une couche monomoléculaire.

L'adsorption chimique est le plus important type d'interaction qui peut apparaitre entre un
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inhibiteur et le métal (figure 1-52). En ce cas, les espéces adsorbées sont en contact direct avec le
support métallique. Ces réactions nécessitent un transfert de charge ou un échange d'électrons entre
les différentes molécules de I'inhibiteur et les liaisons d insaturées de la surface du métal. Cela

favorise la formation de liaisons du type coordination ou du type covalent.

Il est bien entendu que le transfert d'électrons est privilégié par la présence d'hétéroatomes,
de liaisons multiples et par la présence de substituants présentant un effet donneur. Certains
chercheurs ont utilisé le concept d'acide-base de Lewis pour décrire 'adsorption chimique des
agents anticorrosion. De fait, l'efficacité inhibitrice croit pour une série de composé€s organiques

dans la direction suivante : O<N<S<P.

Pour les composés aromatiques ou les composés présentant un systéme insaturé, la densité
¢lectronique est modifiée par la mise en place de substituants qui sont susceptibles de renforcer ou

de réduire l'efficacité de l'inhibition de la corrosion.

En plus, la chimisorption est un procédé lent, qui dépend de la température et qui est

déterminé par une énergie d'activation élevée [180].

Le choix d’un matériau

Le choix d'un matériau pour la réalisation d'un équipement est un résultat d'un compromis

entre divers facteurs :

- Compromis par rapport a la résistance a la corrosion et a certaines autres propriétés comme

la résistance mécanique, la commodité de mise en ceuvre.

- Compromis par rapport a la durée de vie de 1'équipement et a la longévité estimée du

matériau.

Nous pourrons récapituler les divers compromis qui régissent le choix d'un matériau pour la
construction d'un équipement par les éléments suivants: Aspect, Résistance mécanique,
Fabrication, Résistance a la corrosion, Prix (cout du matériaux, installation, entretien, contrdlé,

préparation...).

La résistance a la corrosion d'un métal ne représente pas une qualité intrinséque. Elle est
conditionnée par les caractéristiques du matériau et de son environnement. En plus de ces éléments,
les modalités d'utilisation et la durée de mise en ceuvre jouent un role primordial sur les phénoménes

de corrosion.
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Diagramme de POURBAIX

Quand on aborde la corrosion d'un métal dans I'eau pure, de nombreuses réactions se mettent

en place, elles peuvent étre classifiés en 3 types [182]:

0.8

02 / Hzo
04

Potentiel /
A%NT|
0 [ --

04

i H,0/H,

Fe Immunité

2 4 6 8 10 12 14
Figure I-53: Diagramme de Pourbaix a 25°C

Les réactions chimiques pures, ce qui correspond aux réactions acide-base ou seuls les

échanges d'eau, de protons et d'ions hydroxyde se font.
Les réactions d'oxydoréduction pures ou seulement les échanges d'électrons se produisent.

Les réactions mixtes ou tous les éléments seront respectivement échangés (électrons,

protons, molécules d'eau et ions hydroxydes).

Ces réactions sont illustrées par des lignes d'équilibre sur un diagramme E-PH et séparent le

plan en domaines ou seule une espéce donnée est thermodynamiquement plus stable [183].
Selon I'état et le type de I'espece envisagée, on peut ainsi distinguer 3 domaines :

- Les domaines de corrosion (espéce majoritairement stable : ion, solide poreux).

67



Chapitre | Synthése bibliographique

- Les domaines d'immunité (espece stable pure).

La visualisation du diagramme de corrosion du fer est rendue par la figure 1-53 [184].

Domaine de corrosion

Le domaine de la corrosion est celui ou I'espece stabilisée thermodynamiquement correspond
a un ion métallique (ion simple ou ion complexe). Dans cette région, le matériau se dégradera sans
étre perturbé. La dimension de la zone de ce domaine dans le diagramme indique la vulnérabilité de

ce métal a la corrosion

Domaine de passivité

Il s'agit de la zone ou l'espece stable est un composé solide (généralement un oxyde). La
formation de ces oxydes a lieu pendant le processus de corrosion ou il y a un dépot simultané de 'oxyde

métallique sur la surface.

Ces oxydes naissent a la surface et adhérent intimement au métal sous-jacent, I'isolant du fluide
et le bloquant. Quand la totalité de la surface du métal est ainsi couverte, le courant de corrosion ne

pourra plus circuler, le métal est qualifi¢ de passif.

L'état passif du métal lui confeére un état thermodynamique plus stable qui se manifeste par une
érection du potentiel vers les valeurs les plus nobles. On distingue selon le type des métaux et surtout
selon le mode de formation de leurs oxydes ceux qui passivent bien et ceux qui passivent un peu moins

bien.

En additionnant de petites concentrations de métaux a oxydes passivant a des aciers d'autres
alliages, on obtiendra I'ennoblissement de 1'alliage manufacturé. L'acier inoxydable en est le meilleur
exemple : 1'addition de chrome a un métal ordinaire permet de réaliser des aciers inoxydables censés

étre moins sensibles a la corrosion.

Domaine d’immunité

La zone d'immunité est la zone dans laquelle le métal n'est pas attaqué. Cela est due a la
charge superficielle du métal, devenue trés négative, qui attire les charges positives, notamment les
cations du métal envisagé qui ne pourront pas s'¢loigner de la surface et qui resteront plaques et
souvent se dégageront. En cas de corrosion en milieu aqueux, la libération des protons de I'eau qui

se réalise en 2 phases, premicrement la formation d'hydrogéne atomique qui est adsorbé puis la
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combinaison des atomes d'hydrogeéne pour donner la molécule qui est dégagé.

L'hydrogene atomique adsorbé constitue un film a la surface du métal et évite les échanges

avec le milieu, la surface est ainsi polarisée, elle est en situation de protection immunitaire.

1-6-2. Généralité sur les inhibiteurs de corrosion

Historique

Comme dans de nombreux autres domaines, il est extrémement difficile de préciser I'origine
temporelle de la lutte contre la corrosion, qui est par conséquent envisagée comme une véritable
technologie a part entiére. Les Romains étaient déja informés du fait que la corrosion était un
phénomeéne. Au premier siecle de notre ére, le célébre naturaliste et historiciste romain Pline
I'’Ancien (23-79) évoque des méthodes de prévention de la corrosion du fer et du bronze : huiles ou
bitumes pour le bronze et céruse pour le fer. L'étude de la corrosion a été entreprise vers le XVlIle
siecle, mais les moyens de lutter contre cette corrosion n'ont été étudiés scientifiquement qu'au XIXe
siécle. Au courant des dernicres décennies, on a découvert que le calcaire qui se dépose a l'intérieur
des tuyaux qui transportent certaines eaux naturelles permet de protéger la canalisation. Au lieu
d'améliorer en permanence la résistance a la corrosion des canalisations en y agissant plus
directement, 1l était alors plus commode de moduler les concentrations en substances minérales des

solutions acheminées, qui sont a la source des dépdts calcaires " protecteurs ".

Critere d’efficacité

Un inhibiteur de corrosion en particulier, doit réduire la rapidité de corrosion de l'acier, tout
en agissant a faible concentration et de maniere prolongée, et surtout ne pas altérer les propriétés
mécaniques des matériaux. Stable en présence de tout autre constituant de du milieu, en particulier
envers les oxydants. Stable aux températures de fonctionnement. Performant a faible concentration.

Respect des normes de non-toxicité. Peu cher pour assurer des retombées économiques industrielles.

Les différentes fonctions essentielles d'un agent anticorrosion sont présentées dans la figure

suivante :
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Réduire la vitesse
de corrosion de l'acier

Stabilité de compatibilité Efficace a faible
avec milieu concentration

Non toxique

Stable aux températures

d'utilisation

Peu couteuse

Figure I-54: Caractéristiques et qualités des inhibiteurs

Pour toutes les catégories de mécanismes de protection des inhibiteurs, le potentiel de
protection des films formés caractérise la force inhibitrice, autrement dit, la diminution de la vitesse

de corrosion. Le potentiel de protection d'un agent inhibiteur est formulé par I'équation suivante
[185]:

E% = 'C’I_Jxloo Eq(1.1)

o]

Ou Ip et lino indiquent respectivement, les courants de corrosion sans et avec I’inhibiteur
[186].

Dans de multiples contextes, les inhibiteurs de corrosion offrent un moyen efficace de
contrecarrer la corrosion des métaux et des alliages [187].
Les classes d’inhibiteurs

Il existe de nombreuses manieres de classer les inhibiteurs, qui se distinguent les unes des

autres de diverses fagons. Classification par domaine d'application :

Inhibition en milieu acide

Les inhibiteurs en milieu acide servent a freiner l'attaque de I'acier lors du décapage acide.
Dans l'industrie pétroliere, ils sont ajoutés aux fluides de forage. Les agents inhibiteurs les plus
couramment utilis€s sont des composés organiques. Ces composés se fixent a la surface du métal et

permettent ainsi de ralentir la corrosion. Elles possédent une partie non polaire, hydrophobe et assez
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volumineuse, essentiellement constituée d'atomes de carbone et d'hydrogene, et une autre partie
polaire, hydrophile, qui comprend un ou plusieurs groupes fonctionnels, notamment : -NH2 (amine),
- SH (mercapto), - OH (hydroxyle), - COOH (carboxyle), - POz (phosphate), et de leurs dérivés. La
molécule se rattache par son groupe fonctionnel par adsorption a la surface du métal, alors que sa

partie non polaire vient bloquer partiellement la surface active [188].

Les autres inhibiteurs produisent des complexes peu dissous avec les ions métalliques. Ces
complexes sont précipités a la surface et constituent des couches superficielles, ce qui retarde la

dissolution du métal.

Inhibition en milieu neutre

La corrosion dans un environnement neutre est habituellement causée par I'oxygene dissous.
Le danger d'une attaque baisse si I'on parvient a empécher 1'oxygéne d'atteindre la zone de surface
(inhibition cathodique). Il est par ailleurs possible de ralentir la vitesse de la réaction partielle
anodique en faisant en sorte que le métal soit passif (inhibition anodique). La corrosion peut étre
également inhibée par des maticres telles que les benzoates, les tartrates ou les salicylates, etc., qui

sont adsorbés sur la surface et verrouillent les sites de réaction.

Inhibition par passivation

I1 est plus spécialement utilisé pour assurer la protection de l'acier dans les dispositifs d'eau
de refroidissement. Ce type est obtenu par des inhibiteurs de type oxydant et des agents tampons

qui assurent un pH ¢élevé pres de la surface du support métallique.

Inhibition par précipitation

En milieu neutre, de multiples inhibiteurs créent des couches superficielles par une
précipitation, comme par exemple, les polyphosphates (NaPOz) et les organophosphates. En
intervenant principalement sur la réaction cathodique, barri¢re de diffusion, ils contribuent a réduire

la vitesse de corrosion en raison de la présence d'oxygene.

Inhibition en phase gazeuse

Les inhibiteurs en phase gazeuse sont habituellement destinés a la protection temporaire de
différentes pieces emballées pendant le transport ou le stockage, comme les appareils de précision,
les pieces électroniques, les machines, etc. Ce sont normalement des composés organiques a forte
pression de vaporisation, notamment quelques amines. Ce sont en général des composés organiques

a haute pression de vapeur, comme certaines amines. Ces composés s'adsorbent sur la surface du
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métal tout en le protégeant de la corrosion atmosphérique. Le nitrite de dicylhexylamine est utilisé

pour préserver l'acier [189].

Inhibition par peinture

En effet, l'utilisation de ce genre d'inhibiteurs permet la création d'une barriére physique entre
le milieu agressif et le métal a protéger. Les peintures renferment des pigments inorganiques ou des

tanins qui entrent dans la composition des inhibiteurs de corrosion.
Les pigments les plus utilisés sont :
- I'oxyde de plomb Pb3Os ;
- le chromate de zinc ZnCrOas.
Classement selon la nature de la molécule inhibitrice

Inhibiteurs organiques

Les composés organiques représentent une part croissante du processus de développement
des inhibiteurs de corrosion : leur emploi est actuellement privilégié par rapport a celui des
inhibiteurs inorganiques, essentiellement pour des raisons liées a l'écotoxicité. Les inhibiteurs
organiques sont souvent constitués de dérivés des produits de 1'industrie pétroliere. Ils disposent
d'au moins un centre actif qui peut échanger des électrons avec le métal, a savoir l'azote, 1'oxygene,
le phosphore ou le soufre. Les groupements fonctionnels usuels, autorisant leur accrochage sur le

métal, sont :
- le radical amino (-NH>),
- le radical mercapto (-SH),
- le radical hydroxyle (-OH),
- le radical carboxyle (-COOH).

Les inhibiteurs contenant du soufre sont plus efficaces que ceux contenant de l'azote, car le
soufre est un excellent donneur d'électrons que 1'azote. La premiére caractéristique de ces inhibiteurs
est leur haute efficacité, méme a faible concentration. L'action des inhibiteurs de ces composés
organiques, qui est globalement indépendante des processus de corrosion du type anodique et du

type cathodique, est relative a la formation (par adsorption) d'une paroi plus ou moins étendue, mais
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d'épaisseur finie, qui interdit l'acces de la solution au métal. Une de limitations dans 1'utilisation de
ces produits peut étre 1'élévation de la température, les molécules organiques étant souvent trés

instables a haute température [190].

Inhibiteurs minéraux

Les substances minérales sont généralement utilisées dans un contexte proche de la
neutralité, ou encore dans un contexte alcalin et plus marginalement dans un domaine acide. Les
produits se dissocient en solution et ce sont bien souvent leurs produits de dissociation qui se
chargent des phénomenes d'inhibition (les anions et les cations). Les cations inhibiteurs sont
majoritairement Ca?* et Zn?* et ceux qui créent des sels insolubles avec quelques anions comme
I'nydroxyle (OH"). Les premiers anions inhibiteurs sont les oxo-anions de type XOn. comme par

exemple les chromates, les molybdates, les phosphates, les silicates, etc [191].

Le choix des molécules utilisées actuellement est de plus en plus réduit, car la plupart des
produits efficaces ont un c6té négatif pour I'environnement. Néanmoins, de nouveaux complexes
organiques de chrome III et qui sont efficaces contre la corrosion et non toxiques ont été mis au

point, ainsi que d'autres cations (Zn?*, Ca®*, Mg?*, Mn?*, Sr¥*, AI>*, Zr?*, Fe?*...) [192].

Mécanisme d’action électrochimique (réaction partielle)

Cette classification des agents inhibiteurs tient en compte la nature électrochimique de la

corrosion dite en phase liquide, qui entraine au minimum deux réactions :
-Une premiere réaction anodique de dissolution du métal (la réaction d'oxydation).
-Une seconde réaction cathodique de réduction d'un oxydant contenu dans la solution.

Le but de tout inhibiteur est de réduire la vitesse de I'une des deux réactions et, parfois, des

deux en méme temps.

Les inhibiteurs anodiques

Ils interviennent sur les sites anodiques microscopiques en abaissant la densité du courant

partiel anodique et en reportant le potentiel de corrosion dans le sens positif.

Ils sont a utiliser avec précaution. En particulier, si le film de protection est endommagé par
rayure ou dissolution, ou si la concentration d'inhibiteur est inférieure a la quantité nécessaire pour
rétablir le film, la partie dénudée se corrode par des piqlres tres profondes. De ce fait, ils sont classés

dans la catégorie des inhibiteurs dangereux tels que : ortho phosphate, silicates et nitrites.
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Les inhibiteurs cathodiques

Ils interviennent sur les sites cathodiques microscopiques en faisant baisser la densité du flux

cathodique partiel et reportent le potentiel de corrosion dans le sens négatif.

Cela se fait par la précipitation des especes insolubles sur les sites cathodiques. En raison de
la précipitation de Cu (OH)2 sur les sites cathodiques, les ions cuivre sont employés comme

inhibiteurs cathodiques.

La figure 1-55 [193] illustre la formation d'une zone barriére dans les réactions cathodiques

ainsi que anodiques d'un traitement électrochimique.
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Figure I-55: Formation des couches barriéres (A) cathodiques et (B) anodiques interférant avec les réactions
électrochimiques, dans le cas d‘une étude en milieu acide

Les inhibiteurs mixtes

IIs opérent a la fois sur 'anode et sur la cathode, en alliant des agents oxydants (chromates
ou nitrates) et des ¢éléments non oxydants qui se précipitent comme les silicates ou les ortho-
phosphates. Peu importe la réaction électrochimique qui dirige la corrosion, un agent inhibiteur
cathodique n'est jamais un élément dangereux, méme en quantité importante. Par ailleurs, dans le
contexte du contrdle de la corrosion par la réaction anodique (cas le plus répandu), une tres petite

quantité d'inhibiteurs anodiques provoque une corrosion par piqires.

Les différents types d'inhibiteurs (anodiques, cathodiques, mixtes) en fonction du

déplacement potentiel sont illustrés dans la figure 1-56.
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Figure I-56: Diagrammes d‘Evans montrant le déplacement du potentiel de corrosion di a la présence d‘un
inhibiteur de corrosion

Il ressort de ces notions générales que le mécanisme d'action d'un inhibiteur peut se présenter
sous deux aspects : un volet "mécanisme" (intervention dans les différents processus fondamentaux
de la corrosion) et un volet "morphologie" (implication de la molécule inhibitrice dans la structure

interfaciale).

Classification par mécanisme réactionnel
Inhibition par passivation

Quelques agents oxydants inhibiteurs engendrent une passivation spontanée du métal,
réduisant ainsi la vitesse de corrosion. Cette passivation peut, dans certains cas, €tre stimulée par

des agents tampons qui permettent d'augmenter le pH a c6té de la surface du métal [195].

Inhibition par précipitation

Quelques agents inhibiteurs entrainent la formation de films de surface par une précipitation
de sels minéraux ou de complexes organiques faiblement solubles. Ces films atténuent la possibilité
d'accés de l'oxygene a la surface et, par ailleurs, ils freinent partiellement la dissolution anodique
[196].

Inhibition par élimination de I'agent corrosif

Ce genre d'inhibition n'est réalisable que dans des systémes en circuit fermé. Il est en
particulier utilis¢ dans les systemes d'eau chaude des stations thermiques. Une faible quantité de
sulfite de sodium (Na>SOs) ou d'hydrazine (N2Hs) additionné a 1'eau, auparavant dégazée et
déionisée, fait disparaitre les dernieres traces d'oxygene et par conséquent supprime la

corrosion[196].

Inhibition par adsorption

Le phénomeéne d'adsorption est un phénoméne de nature universelle car tout type de surface
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est composé d'atomes qui ne possedent pas toutes leurs combinaisons chimiques. Par conséquent,
cette surface tend a compléter ce gap en capturant les atomes et les molécules qui se situent a son
voisinage. Deux principaux types d'interaction sont essentiellement responsables de la liaison
inhibiteur/surface métallique, ils concernent la physisorption (la formation de liaisons faibles) ainsi
que la chimisorption. Les deux modes d'adsorption sont influencés par la nature et la charge du
métal, la composition chimique du produit organique et le choix de I'électrolyte [197]. Les différents

modes d'adsorption envisageables sont illustrés dans la figure 1-57.

Adsorption
multicouche

Adsorption
simple verticale

Cheéelation

Adsorption simple
horizontale

metal

Figure I-57: Représentation schématique des modes d‘adsorption de molécules organiques inhibitrices sur une surface métallique
[197]

Isothermes d’adsorption

Les lois de variation de la proportion adsorbée avec la concentration de la substance
inhibitrice sont généralement représentées par des isothermes classiques, parmi les deux suivantes :

Langmuir, Frumkin et Temkin....

Isothermes de Langmuir

Selon le modele de Langmuir, il est supposé qu'il existe un nombre fixe de sites sur la surface.
Chaque site ne peut accueillir ou adsorber a lui seul qu'une seule particule. En outre, comme les
interactions entre particules adsorbées sont ignorées, 1'énergie nécessaire a I'adsorption est toujours
constante [198]. La vitesse d'adsorption est donc proportionnelle a la concentration de 1'élément
inhibiteur Cinn et a la portion des sites d'adsorption non occupés (1-0), ou 6 désigne la fraction des

sites occupés par 1'élément inhibiteur (0 <0 < 1).
Vads = Kads, (1_0)Cinh Eq (1.2)

En revanche, la vitesse de désorption est en rapport avec la fraction des sites occupés par les
¢léments adsorbés :
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| =zFv Eq(1.3)

A une situation d'équilibre, les deux vitesses sont identiques.
Kads (1_0)Cinh = Kdese Eq (1.4)
On obtient ainsi I'équation suivante de l'isotherme de Langmuir :

0 K.a
m = K_dCinh =bC,,, Eq (1.5)

des

La fraction de sites occupés 0, également nommée taux de couverture de surface est exprimée

par la formule :

bC,
g — inh .
1+bC,, Ea (16)

Sur cette équation, b traduit le coefficient d'adsorption.

Isothermes de Temkin

Selon le modéle de Temkin, en effet, 1'énergie libre d'adsorption de la substance adsorbée
(adsorbat) est une fonction proche de la valeur de la vitesse d'écoulement 0 et aussi les constantes
de vitesse chimique qui sont fonction de 6. Il existe une attraction ou une répulsion entre les entités

adsorbées sur la surface. La formule de l'isotherme de Temkin est :

e(a@)—l

— 1— e 20@-9) Eq (1.7)

bc:inh

Dans laquelle a représente la constante d'interaction des particules adsorbées, b indique le

coefficient d'adsorption et Cinn est la concentration de son inhibiteur dans 1'électrolyte.

En général, il est bien difficile de préciser a quel type d'isotherme répond le comportement
d'un produit inhibiteur dans un systéme donné. Nous pouvons seulement signaler que l'adsorption a
la surface hétérogene est la plupart du temps associée a une isotherme de type Langmuir. Ces

observations doivent amener a une grande prudence dans la manipulation des taux de recouvrement.

Isothermes de Frumkin

La représentation de l'isotherme de Frumkin est effectuée aprés réarrangement par
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I'expression suivante :
In[0/C(6- 1)]=InK +2ad Eq(I.8)

Le facteur "a" a les dimensions suivantes : J/mol par mol/ cm?, il traduit la facon dont
I'augmentation du recouvrement change 1'énergie d'adsorption de cette espece. Si a vaut positif, les
interactions entre deux entités a la surface sont attractives, Si a vaut négatif, les interactions sont
répulsives. Si a vaut 0, l'isotherme de Frumkin se situe a proximité de 1'isotherme de Langmuir

[199].

Mécanismes d’action dans la solution aqueuse

En solution aqueuse, du fait de leur nature polaire, de nombreuses molécules d'eau sont
adsorbées a la surface du métal. Par conséquent, les inhibiteurs organiques devraient déplacer les
molécules d'eau avant leur adsorption (Figure 1-58) [200]. Conformément a Bockris [200],
l'adsorption d'une maticre organique inhibitrice sur la surface du métal est représentée par la réaction
suivante :

Inh (sol) + nH,O (ads) — Inhads + n H20 (s) (1-19)

Dans ce cas, n est le nombre de molécules d'eau qui sont déplacées de la surface par chaque
molécule organique qui est absorbée. Le nombre n’est indépendamment de la couverture du métal
et de sa charge, mais il est li¢ a la surface géométrique dans laquelle se trouve la molécule organique
par rapport a celle de I'eau. La molécule organique est adsorbée car 1'énergie d'interaction du métal
avec la surface de la molécule organique est plus importante que I'énergie d'interaction du métal par

rapport aux molécules d'eau.

@ Groupe fonctionnel

% Partie non polaire

Figure 1-58: Adsorption d‘un inhibiteur organique sur une surface métallique en milieu aqueux
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Le processus d'inhibition de la corrosion par le biais de composés organiques est
habituellement le résultat de leur adsorption a la surface du 1'élément métallique. Ce phénomene est

mis en relief par :
-Examen des isothermes d'adsorption ;

-Expression de la surface a travers des techniques spécifiques : microscopie électronique a

balayage (MEB) et spectroscopie photo électronique (XPS).

La compréhension des parameétres qui régissent le phénomeéne d'adsorption des agents

inhibiteurs est primordiale pour mieux connaitre le mécanisme de leur inhibition.

I1-6-3. Relation structure-activité

Il existe de nombreuses et diverses substances organiques parmi les inhibiteurs de corrosion,
et notamment des molécules aromatiques ou des macromolécules a chaines lin€aires ou ramifiées.
Ces substances s'adsorbent sur les sites actifs du métal, sans altérer le mécanisme des premicres
réactions électrochimiques. Ils obstruent les sites et ralentissent la vitesse de la corrosion cathodique,
anodique ou aussi mixte en corrélation avec le nombre de sites actifs concernés par l'inhibiteur. Par
ailleurs, leur efficacité est notamment fonction de leur structure moléculaire et de leur concentration.
De plus, d'autres parametres de structure peuvent avoir une influence sur l'efficacité des inhibiteurs,

nous envisagerons notamment :

La surface moléculaire proposée sur la surface du métal. De cette fagon, la projection est
fonction des différentes dispositions possibles des ions ou des composés organiques a la fronticre

métal/solution.

- Le poids des molécules impliqués, considérés a des concentrations €gales. Une €lévation
de la longueur de la chaine hydrocarbure des nitriles, amines, ou mercaptans peut entrainer une
augmentation de leur pouvoir inhibiteur. Ce dernier résultat est expliqué par l'effet inductif des

groupes méthyles.

- La structure moléculaire a été¢ nettement mise en évidence avec des composés comme les
amines aliphatiques et les sulfites. Les auteurs estiment que la présence des produits inhibiteurs

permet de réduire la surface de 1'¢lectro-métal qui réagit chimiquement.

- L'effet de la synergie est la conséquence de 1'action de deux agents inhibiteurs réunis en

solution ; par conséquent, 'efficacité inhibitrice est supérieure a celle des deux agents inhibiteurs

79



Chapitre | Synthése bibliographique

pris isolement. La synergie est atteinte par des composés présentant plusieurs groupements

fonctionnels : on parle d'effet de synergie intramoléculaire [201].

Un grand nombre des inhibiteurs qui sont utilisés actuellement sont soit synthétisés en partant
de matic¢res premieres peu onéreuses, soit obtenus a partir de composé€s organiques ayant des
hétéroatomes comme des éléments d'azote, de phosphore, de soufre ou d'oxygene dans leur systéme
aromatique ou dans leur chaine de carbone. Néanmoins, la trés grande majorité de ces substances
anticorrosives présentent une toxicité pour 1'homme et 1'environnement [202]. Notamment, ces
inhibiteurs peuvent occasionner des dommages temporaires ou durables au systéme nerveux, mais
¢galement une désorganisation du processus biochimique et du circuit enzymatique de notre propre
organisme [202]. La toxicité de ces molécules se manifeste lors de la synthése ou lors de leurs mises
en ceuvre. De plus, comme ces inhibiteurs ne sont pas de nature biodégradable, ils entrainent
également des troubles de la pollution. Par ailleurs, ces inconvénients ont poussé la recherche a
s'orienter vers des agents naturels qui pourraient également avoir des propriétés inhibitrices envers

les métaux, ainsi que les alliages [203].

Les ressources végétales ont été repérées comme des réserves de composés naturels, parfois dotés
de structures moléculaires complexes et de diverses propriétés physiques, chimiques et biologiques
[204]. La plus grande partie des constituants extraits des plantes sont surtout utilisés dans les secteurs
des produits pharmaceutiques et des biocarburants ainsi que dans les substances utilisées en cosmétique
et en gastronomie[205]. Le recours aux substances naturelles est attirant car elles sont effectivement
biodégradables, écologiques, peu coliteuses et sont disponibles en abondance. Par conséquent, de
nombreux organismes de recherche ont travaillé sur les produits végétaux dans le but de les utiliser
comme agents anticorrosion pour les métaux et les divers alliages dans différentes conditions

corrosives[206].
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Conclusion :

Cette premiére partie de notre étude bibliographique a porté sur les métabolites secondaires de manicre
générale, ainsi que sur les diverses méthodes d'extraction a partir des plantes et des ressources naturelles. Par
ailleurs, nous avons parlé sur I'impact des métabolites secondaires en tant qu'agents présentant des activités
antioxydantes, antimicrobiennes, ainsi que leur réle en tant qu'inhibiteurs de la corrosion. Cette exploration a
permis de mettre en lumiére la diversité des applications et des effets significatifs que ces composés peuvent
avoir dans des domaines aussi variés que la protection contre la corrosion et la lutte contre les micro-organismes.
Dans le prochain chapitre, nous élaborons les méthodes et techniques d’extraction et de purification des
métabolites secondaires, ainsi que les protocoles que nous avons adoptés pour évaluer les activités biologiques

et anticorrosion.
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Introduction :

Dans la présente partie, nous aurons 1I’opportunité de présenter les différentes méthodes et
protocoles utilisées pour 1’extraction et la séparation des métabolites secondaires depuis la matrice
de citrus, ainsi que les techniques mis en jeu pour I’évaluation de leur activité antioxydante,

antibactérienne et anticorrosion.

Tout d’abord, un apercu général sur la plante de citrus et plus particuliérement la variété de
citrus reticulata est nécessaire pour donner une identification et cartographie sur la maticre

premiere qui va étre le point de départ de notre expérimental.

Citrus reticulata (le mandarinier) est un arbre appartenant a la famille des Rutacées dont les

agrumes sont des fruits appelés mandarines.

Figure II- 1: Arbre de citrus reticulata

Il se présente sous la forme d'un petit arbre avec des feuilles simples et vertes foncées et brillantes.
Il est originaire d'Asie du Sud-Est (Chine et Vietnam). On le connait en Europe que depuis le début du
19°m¢ sigcle. 11 est notamment cultivé en Espagne, en Algérie, en Tunisie, au Maroc et aux Etats-Unis.
Sur les zones trop froides, il est transplanté sur un Poncirus pour lui permettre de supporter les hivers

plus rigoureux.
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Figure II- 2: Fruits de citrus reticulata

Les déchets de citrus de notre travail (écorces et feuilles) ont été collectés depuis différentes
régions du Maroc (Berkane, Meknés, Beni Mellal, Marrakech et Agadir) (figure 11-3) afin de faire
une étude enrichissante en étudiant les facteurs de climat et de I’environnement sur les métabolites

secondaires.
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Figure II- 3: Les régions d'étude de notre travail

Les écorces et les feuilles ont été séché minutieusement a I’air libre, afin de bien préserver les
composés phytochimiques et plus que ces enzymes sont inactives, aucun microbe ne peut se développer,

il n'y a pas de chaleur, et les composés hydrolytiquement instables restent stables.
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Figure lI- 4: Déchets de citrus reticulata (écorces et feuilles)

Apres la préparation de la matiére séche, les écorces et les feuilles seront soumis aux dispositifs
d’extractions afin de récupérer les métabolites secondaires.
I1. Techniques d’extraction, de séparation et d’identification

Dans un premier temps, nous commencerons par 1’extraction des composés volatils (huiles
essentielles) en utilisant la méthode traditionnelle la plus couramment utilisés (hydrodistillation), et
ensuite nous passerons a I’extraction et fractionnement des polyphénols en utilisant une succession de

techniques avancés ( Flash chromatographie, HPLC- préparative,...).

I1-1. Huiles essentielles

Les constituants volatils des écorces et feuilles de citrus ont été extraits par un dispositif

d'hydrodistillation avec un systéme Clevenger (figure 11-5).
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Figure II- 5: Dispositif d'hydrodistillation (extraction des HEs des écorces et des feuilles de citrus)

L'extraction a été réalisée par distillation a la vapeur pendant 4 h, puis I'huile brute a été séchée
avec du sulfate de sodium anhydre (Na2SO4) pour éliminer toute trace d'eau. Les échantillons ont été

conservés a 4°C pour une utilisation ultérieure.

Figure II- 6: Huile essentielle obtenue apreés 4h de distillation

Trois extractions avec une quantité¢ de 200 g ont été réalisées pour chaque manipulation afin

d'extraire les constituants phytochimiques. Le rendement a été obtenu en utilisant la relation ci-dessous :

masse de 'huile extraite(mg)

Huile essentielle(%) = x100  Eq (11.1)

masse de la matiére séche(mg)
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L’huile essentielle obtenue depuis les écorces et les feuilles de citrus sera soumis a 1’identification en
utilisant les techniques chromatographiques et plus précisement la chromatographie en phase gaseuse (GC-
MS).

L’¢échantillon de I’huile essentielle a été préparé en dissolvant 100 uL de HE dans 900 uL de n-

hexane (le solvant de n-hexane est de pureté plus que 95%).

Figure Il- 7: Préparation des HE avant la soumission a GC-MS

Une quantité de 10 uL sera injecté dans le dispositif de GC-MS en utilisant une seringue de 100
uL avec une grande température d’injection de 280°. Le protocole utilisé¢ durant cette analyse sera

détaillé plus dans la partie suivante.

I1-1-1. Caractérisation des HE
Chromatographie en phase gazeuse-spectroscopie de masse (GC-MS)

Protocole 1 :

Le profil chimique des HEs provenant des écorces et feuilles de Citrus reticulata a été analysé a
l'aide d'un systéme de chromatographie en phase gazeuse Shimadzu QP-2010 SE (Kyoto, Japon) équipé
d'une colonne capillaire ZB-5MS (30 m x 0,25 mm ; épaisseur de film de 0,25 um).
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Figure lI- 8: Colonne capillaire ZB-5MS

La colonne est intégrée a un spectrométre de masse (GC/MS) de Shimadzu (Kyoto, Japon).

Figure II- 9: Appareil GC-MS shimadzu QP-2010 SE

La température a été réglée pour €tre maintenue entre 60 et 250°C en utilisant un taux de 3
°C/min, a une température de l'injecteur de 280 ~C, I'hélium comme gaz porteur (vitesse linéaire de 31.9
cm/s, mesurée a 100 °C), suivant les mémes conditions opératoires que celles décrites dans la
littérature[207] . L'indice de rétention de tous les constituants des huiles essentielles a été calculé en

utilisant une série homologue de n-alcanes (C8-C40), selon VVan den Dool et Kratz[208] .
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Figure II- 10: Parameétres de I'appareil GC-MS Shimadzu pour I'analyse des HEs de citrus

Protocole 2 :

L'huile essentielle des déchets d'écorces de Citrus reticulata a été soumise a la méthode
analytique appelée chromatographie en phase gazeuse, utilisant un détecteur a ionisation de flamme,
GC-FID. L'objectif principal est d'identifier les constituants chimiques. L'analyse GC-FID a été réalisée
par un Perkin Elmer Clarus™ GC-680, une colonne HP-5MS (60 m * 0,25 mm * 0,25 pum) utilisant de

I'hélium comme gaz porteur.

Figure II- 11: Dispositif de Pekin Elmer Clarus™ GC-680

La reconnaissance de chaque constituant a été basée sur leurs spectres de masse a l'aide des

bibliotheques de données NIST.

Apres la détermination de la composition de I’huile essentielle extraite des écorces et feuilles de
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Citrus reticulata, 1’évaluation de son activité antioxydante, antibactérienne et anticorrosion sera 1’étape
suivante. Mais avant de passer aux protocoles utilisés pour évaluer les activités mentionnées des
composés volatils, parlons sur les méthodes utilisées pour la séparation et purification des composés non

volatils (Polyphénols).

11-2. Polyphénols

Les polyphénols sont une classe trés importante des métabolites secondaires. Ce sont des
composés non volatils qu’on ne peut pas récupérer a travers les méthodes utilisées dans le cas des huiles
essentielles (hydrodistillation). Pour ce faire, nous envisagerons dans cette partie la méthode de 1’ultra

Sound.

I1-2-1. Extraction des polyphénols

La méthode d’ultrasons a été favorisé durant notre travail pour plusieurs raisons, on peut dire
pour éviter la modification des structures chimiques. Une sonde est insérée dans le mélange. La sonde
commence a émettre des ondes sonores a haute et basse pression. Les vagues créent des courants

microscopiques et des tourbillons liquides sous pression qui créent un environnement hostile.

Figure II- 12: Bain a ultrasons

L'extraction par ultrasons reste la technique privilégiée pour isoler les composés bioactifs des
plantes. Le principe de cette méthode se base sur la sonication qui permet d'obtenir une extraction saine
sans utilisation de température. Il améliore le processus de diffusion en accélérant le transfert de masse
dans les mati¢res végétales, provoquant la rupture des parois cellulaires et libérant les composés

souhaités.

Avant de commencer I’extraction des polyphénols, la matiere végétale a été broyé¢ afin d’accroitre

la surface de contact entre les tissues contenants les composés bioactifs et le solvant.
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Figure II- 13: Broyage de la matiere seche

Apres broyage, la matrice de citrus est devenue sous forme poudre ce qui permettra a une bonne
extraction par la suite. Le broyage joue un rdle assez important sur 1’optimisation du rendement et du

temps.

Une masse sera pesée est soumis au bain a ultrasons pour extraire les métabolites secondaires de

citrus tout en utilisant comme agent d’extraction le méthanol.

Figure II- 14: Préparation de la matiére fine pour une extraction au bain a ultrasons

Le méthanol sera utilisé pour leur effet polaire et leur comportement vis-a-vis les composés
bioactifs. Il a le potentiel d’extraire la majorité des composés organiques présent dans la maticre

végétale. Il a I’avantage aussi d’étre éliminé aprés extraction par une évaporation a rotavapor.

Un temps de 30 minutes sera accordé pour la sonification, et ce processus sera répété 3 fois afin

d’extraire le maximum de métabolites secondaires.
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Figure II- 15: Extraction par sonication

Le processus d’extraction pourra étre suivi visuellement par la disparition de la couleur. Durant
la premiere extraction, la couleur est toujours forte. Apreés une deuxieéme et une troisieme extraction, la

couleur commencera a disparaitre jusqu’a le point ou il y a plus de métabolites secondaires.

Aprés la sonication, le produis sera soumis pour une filtration de type solide-liquide afin de

séparer le liquide contenant nos composés d’intérét tout en utilisant un papier filtre et un entonnoir.

‘;TP“GP ;

Figure II- 16: Produit obtenu aprés sonification

Le filtrat est présenté directement a 1’évaporation en utilisant comme dispositif d’élimination du
solvant, un appareil de type Biichi rotavapor r-114. La température du bain a été gardé aux alentours de

40° afin d’éviter la dénaturation des composés actifs.
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Figure Il- 17: Biichi rotavapor r-114

Une pression de 203 bars été réglée par une pompe a vide V-500 de méme type Biichi. La pompe
a vide Buchi V-500 délivre un volume de pompage de 1,6 m*h avec un vide final 1égérement inférieur
a 10 mbar. La pompe peut étre utilisée individuellement pour créer un vide ou peut étre étendue pour

créer un systéme de vide complet avec des condenseurs, des controleurs, etc.

Apreés la concentration du filtrat par rotavapor, un extrait visqueux est obtenu. (Figure ci-dessous)

Figure lI- 18: Extrait méthanolique visqueux

L’aspect de I’extrait nous montre que le mélange contient une quantité importante des huiles.
Pour faire un bon fractionnement tout en éliminant la partie huileux, une série de solvant par ordre de

polarité croissante sera effectué en utilisant une extraction liquide-liquide.

L'extraction liquide-liquide, également appelée partitionnement, est un processus de séparation
consistant a transférer un soluté d'un solvant a un autre, les deux solvants étant immiscibles ou

partiellement miscibles entre eux.
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Figure Il- 19: Exemples d'extraction liquide-liquide

Pour former deux phases, il est nécessaire d’avoir une immiscibilité entre les 2 solvants en ceuvre.
Pour ce faire, I’eau sera considérée comme le solvant immiscible avec tous les agents d’extraction que

nous utiliserons par la suite (hexane, chloroforme et éthylacétate).

L’hexane est connu comme un solvant non polaire, donc son utilisation aura comme objectif de
séparer les composés non polaires du mélange, a titre d’exemple les huiles végétales. Le chloroforme
est un solvant qui solubilise la plupart des composés possédant des propriétés pharmacologiques

importantes.

Dans notre étude, on s’intéressera a la fraction de chloroforme afin de récupérer une catégorie
des polyphénols nommée les flavones et plus précisément les polymethoxyflavones (PMFs). Mais avant
de passer a la catégorie des composés organique mentionnée, le citrus est bien connu d’étre riche en
matiére d’hespéridine. Pour cette raison, lors de la formation de deux phases immiscibles pour établir

une extraction liquide-liquide, une troisiéme phase a été produite contenant un précipité blanc.
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Figure lI- 20: Extraction de I'hespéridine par fractionnement liquide-liquide

Aprés séparation et filtration du précipité, la poudre blanche sera soumise pour une analyse HPLC
(Chromatographie en phase liquide a haute performance) pour pouvoir déterminer la pureté du produit
et aprés a NMR (Résonance magnétique nucléaire) pour vérifier et confirmer la structure de

I’hespéridine.

11-2-2. Caractérisation des polyphénols

I1-2-2-1. Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

Anciennement appelée chromatographie liquide haute pression, est une technique de chimie
analytique utilisée pour séparer, identifier et quantifier chaque composant d'un mélange. Elle s'appuie
sur des pompes pour faire passer un solvant liquide sous pression contenant le mélange d'échantillons a
travers une colonne remplie d'un matériau adsorbant solide. Chaque composant de I'échantillon interagit
de maniere légerement différente avec le matériau adsorbant, ce qui entraine des débits différents pour
les différents composants et conduit a la séparation des composants lorsqu'ils sortent de la colonne.
L’HPLC a été utilisée a des fins de fabrication (par exemple, au cours du processus de production de
produits pharmaceutiques et biologiques), juridiques (par exemple, la détection de médicaments
améliorant les performances dans l'urine), de recherche (par exemple, la séparation des composants d'un
¢échantillon biologique complexe ou de produits chimiques synthétiques similaires) et médicales (par

exemple, la détection des niveaux de vitamine D dans le sérum sanguin).
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Figure II- 21: HPLC analytique JASCO

La méthode utilisée pour 1’analyse de I’hespéridine est une méthode a phase inverse avec une

colonne de type Kinetex 5 um XB-C18 100 A 250*4.6 mm.

Figure II- 22: Colonne Kinetex 5 um XB-C18 100 A 250*4.6 mm

Un systeme de solvant constitué de 1’eau et de 1’acétonitrile avec une proportion de 30%
acétonitrile et 70% eau. Nous allons jusqu’a 100% acétonitrile pendant 30 minutes. Le débit de flow
était de 1 millilitre par minute et une pression de 35 MPa.
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Figure Il- 23: Méthode d'analyse de I'hespéridine sur HPLC-PDA

La chromatographie peut étre décrite comme un processus de transfert de masse impliquant une
adsorption. La HPLC repose sur des pompes pour faire passer un liquide sous pression et un mélange
d'échantillons a travers une colonne remplie d'adsorbant, ce qui conduit a la séparation des composants
de I'échantillon. Le composant actif de la colonne, 'adsorbant, est généralement un matériau granulaire
composé de particules solides (par exemple, de la silice, des polyméres, etc.), d'une taille de 2 a 50 um.
Les composants du mélange d'échantillons sont séparés les uns des autres en raison de leurs différents
degrés d'interaction avec les particules d'adsorbant. Le liquide sous pression est généralement un
mélange de solvants (par exemple, de I'eau, de I'acétonitrile et/ou du méthanol) et est appelé " phase
mobile ". Sa composition et sa température jouent un réle majeur dans le processus de séparation en
influencant les interactions qui ont lieu entre les composants de 1'échantillon et 1'adsorbant. Ces
interactions sont de nature physique, telles que hydrophobes (dispersives), dipdle-dipole et ioniques, le

plus souvent une combinaison.

11-2-2-2. Résonance magnétique nucléaire (RMN)

RMN est un phénomene physique dans lequel des noyaux placés dans un champ magnétique
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constant intense sont perturbés par un champ magnétique oscillant faible et réagissent en produisant un
signal électromagnétique dont la fréquence est caractéristique du champ magnétique au niveau du noyau.
Ce processus se produit prés de la résonance, lorsque la fréquence d'oscillation correspond a la fréquence
intrinséque des noyaux, qui dépend de l'intensit¢ du champ magnétique statique, de 1'environnement
chimique et des propriétés magnétiques de l'isotope concerné ; dans les applications pratiques avec des
champs magnétiques statiques allant jusqu'a environ 20 teslas, la fréquence est similaire a celle des
émissions de télévision VHF et UHF (60-1000 MHz). La RMN résulte des propriétés magnétiques
spécifiques de certains noyaux atomiques. La spectroscopie par résonance magnétique nucléaire est
largement utilisée pour déterminer la structure des molécules organiques en solution et étudier la
physique moléculaire et les cristaux ainsi que les matériaux non cristallins. La RMN est également
utilisée de fagcon courante dans les techniques d'imagerie médicale avancées, comme l'imagerie par

résonance magnétique (IRM).

Figure Il- 24: Spectrométre a résonance magnétique nucléaire (RMN) Bruker 700 MHz.

Elle est considérée comme l'une des principales techniques utilisées pour obtenir des
informations physiques, chimiques, électroniques et structurelles sur les molécules grace au
déplacement chimique des fréquences de résonance des spins nucléaires dans 1'échantillon. Les divisions

de pics dues aux couplages J ou dipolaires entre les noyaux sont également utiles.

Nous avons utilisé *H RMN et 3C RMN, et nous avons comparé les résultats obtenus avec la
littérature afin de valider la présente structure de I’hespéridine. Dans la partie suivante, nous aborderons
la spectrométrie de masse, vu I’intérét de cette technique et la confirmation qui donne sur le nombre des

¢léments présent dans la structure cherchée.

98



Chapitre Il Procédures expérimentales et méthodes de caractérisation

11-2-2-3. La spectrométrie de masse

La spectrométriec de masse (MS) est une technique d'analyse utilisée pour mesurer le rapport
masse/charge des ions. Les résultats sont présentés sous la forme d'un spectre de masse, un tracé de
I'intensité en fonction du rapport masse/charge. La spectrométrie de masse est utilisée dans de nombreux

domaines différents et s'applique aussi bien a des échantillons purs qu'a des mélanges complexes.

Un spectre de masse est un type de tracé du signal ionique en fonction du rapport masse/charge.
Ces spectres sont utilisés pour déterminer la signature ¢lémentaire ou isotopique d'un échantillon, les
masses des particules et des molécules, et pour élucider I'identité chimique ou la structure des molécules

et autres composés chimiques.

Figure Il- 25: Spectrométrie de masse haute résolution

Dans une procédure typique de SM, un échantillon, qui peut étre solide, liquide ou gazeux, est
1onisé, par exemple en le bombardant avec un faisceau d'électrons. Cela peut provoquer la fragmentation
de certaines molécules de I'échantillon en fragments chargés positivement ou simplement devenir
positivement chargés sans se fragmenter. Ces ions (fragments) sont ensuite séparés en fonction de leur
rapport masse/charge, par exemple en les accélérant et en les soumettant a un champ ¢lectrique ou
magnétique : les ions ayant le méme rapport masse/charge subiront la méme déviation. Les ions sont
détectés par un mécanisme capable de détecter les particules chargées, comme un multiplicateur
d'¢lectrons. Les résultats sont affichés sous forme de spectres de l'intensité du signal des ions détectés
en fonction du rapport masse/charge. Les atomes ou les molécules de I'échantillon peuvent étre identifiés
en corrélant des masses connues (par exemple, une molécule entiere) aux masses identifiées ou par un

modele de fragmentation caractéristique.

11-2-3. Isolation de I'Heptaméthoxyflavone et de la Nobiletine

Pour l'isolation et la purification des PMFs, nous avons adopté une méthode flash avec
I'utilisation de silice (40 g). Pour ce faire, un CombiFlashfi Rf + Lumen (TELEDYNE Isco, Lincoln,
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NE, USA), avec ELS intégré et détecteurs a barrettes de diodes a été utilisé.

L

i

16 x 150/1601

[ Combifzxes

Figure II- 26: CombiFlashfi Rf + Lumen (TELEDYNE Isco, Lincoln, NE, USA)

L'évaluation analytique des composants a été réalisée par RP-HPLC en utilisant un systéme de
gradient d'acétonitrile et d'eau (de 30% d'acétonitrile a 100% pendant 30 minutes) avec une colonne
Kinetex XB 250 4,6 mm, 5 m (Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA) portant un débit de 1 mL/min,
en utilisant un appareil HPLC a double pompe Jasco (PU-2080) (Jasco International Co. Ltd., Hachioji,
Tokyo, Japon) équipé et contrdlé avec un détecteur PDA MD-2010 Plus.

L'isolement a été effectué a l'aide d'un systéme de purification HPLC intégré Armen Spot Prep
IT (Gilson, Middleton, WI, USA) avec détection a double longueur d'onde. a été mis en ceuvre,
fonctionnant a 256 et 344 nm. Les séparations préparatives ont été effectuées sur une colonne Kinetex

XB 250 4,6 mm, 5 m et une colonne Kinetex Biphenyl 250 21,2 mm, 5 m avec des éluants adaptés.
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Figure II- 27: HPLC intégré Armen Spot Prep Il (Gilson, Middleton, WI, USA)

Ces méthodes nous ont permis d’obtenir 1'exactitude et la précision dont nous avons besoin pour
des résultats fiables grace aux systémes de purification. Ils nous ont offert un large éventail de

composants pour atteindre une grande pureté.

Aprés la préparation des métabolites secondaire volatils et non volatils en utilisant différentes
méthodes chromatographiques, 1’objectif suivant sera d’évaluer leurs effets antioxydant, antibactérien

et anticorrosion.

11-2-4. Méthodes d’évaluation des activités

I1-2-4-1. Evaluation de ’activité antioxydante

L'évaluation du potentiel antioxydant, en termes de ICso (la concentration de l'antioxydant
nécessaire pour donner une inhibition de 50 %) a été réalisée par 1'effet de piégeage des radicaux libres
DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl), FRAP (réduction du fer) et le test de blanchiment ABTS (Acide

2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique).

Essai de piégeage du radical DPPH

L'essai de neutralisation du radical DPPH a été effectué¢ de la maniere rapportée par Lopes-Lutz
et al[209] . 2,5 mL d'une série de diverses concentrations d'huile essentielle allant de 0,156 mg/mL a
3,750 mg/mL dissoute dans du méthanol sont ajoutés a la solution de méthanol (1 mL) de DPPH (0,3
mM) dans des tubes a essai. L'incubation des mélanges a été réalisée pendant 30 minutes dans 1'obscurité
a température ambiante, l'absorbance (abs) des échantillons a été mesurée a 517 nm par un

spectrophotometre (Perkin-Elmer 45 UV-Visible).
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Figure II- 28: Réactif de DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) - Sigma-Aldrich

Le pourcentage d'inhibition (1%) du radical DPPH par 1'huile essentielle a été comptabilisé en

utilisant I'analyse de régression linéaire (ARL) et la formule :

Absorbance du blanc — Absorbance de lI7échantillon
(%) = x100 Eq (11.2)

Absorbance du blanc

Détermination du pouvoir réducteur FRAP

La capacité de I'huile essentielle a réduire Fe3* en Fe?* a été vérifiée par la méthode d'Oyaizu
(1986) comme décrit[210] . 1 mL de la concentration de plusieurs échantillons ont été mélangés avec
2,5 mL de tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 mL d'hexacyanoferrate |11 de potassium (1%, p/v).
Le mélange est incubé dans un bain-marie a 50 °C dans I'obscurité pendant 30 minutes. Ensuite, 2,5 mL
d'acide trichloracétique (10%) sont ajoutés pour arréter la réaction et le mélange est maintenu a
température ambiante pendant 10 min par centrifugation a 3000 rpm. Ensuite, une aliquote de 2,5 mL
de ce mélange a été mélangée avec 2,5 mL d'eau et 0,5 mL de solution aqueuse de chlorure ferrique
FeCls (0,1%), et mélangée vigoureusement. Puis 1'absorbance a ét¢ mesurée et lue a 700 nm contre un
blanc dans un spectrophotométre (UV-VIS). Les huiles essentielles ont été diluées dans du Méthanol et

chaque détermination a été effectuée en triplicata.

Test de piégeage du radical ABTS

La préparation du radical ABTS a été réalisée en mélangeant 2 mM d'ABTS avec 70 mM de
persulfate de potassium (K2S20g). La solution du mélange a été agitée dans I'obscurité pendant une
période d'un jour (24 heures) et a température ambiante avant d'étre utilisée. Puis une dilution a été
poursuivie avec du Méthanol pour avoir une valeur de 0,700 + 0,02 & 734 nm en absorbance. Un volume
de 2 mL du mélange et 200 pL. d'huile essentielle ont été ajoutés, aprés un intervalle de 30 min.

L'absorbance marquée a 734 nm est notée [211] .
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11-2-4-2. Evaluation de ’activité antibactérienne

Bactéries et conditions de culture

Cinq bactéries pathogenes issues de la Collection de I'Institut Pasteur (CIP) ont été utilisées dans ce
test biologique : deux souches gram-positives (S. aureus CIP 483 et B. subtilis CIP 5262) et deux souches

gram-négatives (E. coli CIP 53126 et S. entirica CIP 8039). Les souches bactériennes ont été cultivées dans
un Bouillon de Soja Tryptic (BST) a 37°C pendant 18h pour avoir des cultures fraiches.
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Figure II- 29: Incubateur a co; et incubateur a agitation
Calcul de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Les CMI des produits actifs ont été déterminées selon Gulluce et al.[212] avec des modifications

mineures. Brievement, le test a été réalisé dans une microplaque stérile a 96 puits avec un volume final
de 200uL dans chaque puits (figure 11-30).

Figure II- 30: Microplaque stérile a 96 puits

Dans un premier temps, 100uL du milieu BST ont été placés dans chaque puits de microplaque
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(sauf le premier) pour permettre la croissance des bactéries. Ensuite, 200 uL de la solution mere de I’'HE
(Cm= 200pL/mL) ont été placés dans le premier puits, des dilutions en série ont été réalisées en
transférant 100 puL de la solution mére de ’HE dans le deuxiéme puits. Ensuite, 100 pL des solutions
(solution de I’HE + milieu BST) ont été transférés dans le puits suivant et ainsi de suite jusqu'au onziéme
puits. Par la suite, 10 puL de la suspension ont ét¢ ajoutés dans chaque puits ; le dernier puits a été utilisé
comme controle positif pour la croissance des microorganismes. Les microplaques ont ensuite été

recouvertes de couvercles stériles et incubées pendant 24 heures a 37°C.

Comme indicateur de la croissance microbienne, 20 uL. de résazurine (1 mg/mL) dissoute dans
de I'eau distillée stérile ont été ajoutés a chaque puits et incubés pendant 30 min a 37°. Un changement
du bleu au rose indique la réduction de la résazurine et par conséquent, la croissance bactérienne. Toutes
les mesures ont été effectuées en triplicata.

11-2-4-3. Evaluation de I’action anticorrosion

La présente partie a pour vocation de présenter les méthodes expérimentales électrochimiques,
stationnaires ainsi que non stationnaires, exploitées dans le cadre de ce travail. Une premiere description
des matériaux, des différents ¢lectrolytes et des montages choisis permettra tout d'abord de dégager une

méthodologie expérimentale assurant une certaine reproductibilité des mesures.

Les techniques ¢électrochimiques seront, par la suite, présentées dans le but de préciser leur intérét

et leur adéquation a 1'étude de 1'inhibiteur.
Matériau et préparation de I’échantillon

Le matériau en acier doux C38 a été choisi dans cette étude. La composition a été vérifié en utilisant la

technique de MEB (Microscopie électronique a balayage).
Milieu d’étude
Le milieu agressive HCl a été choisi dans cette étude. Une concentration 1M a été préparée par dilution.

Tout d’abord, L'estimation de l'efficacité de l'inhibiteur vert a été évaluée par la méthode

traditionnelle (perte de poids).

A). La méthode gravimétrique

La méthode traditionnelle est encore largement utilisée dans 1'évaluation de I'inhibition de la

corrosion pour estimer I'efficacité d'un inhibiteur potentiel.
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Le premier objectif de 1'essai de perte de poids était d'obtenir une idée du citrus, de savoir s'il
peut étre utilis¢é comme inhibiteur de corrosion dans notre cas. Pour ce faire, On considere le temps

d'immersion requis pour évaluer la perte de poids de I'acier doux apres 1'exposition a un milieu agressif

HCI.

Les matériaux en acier doux uniformes ont été minutieusement préparés. Nous avons d'abord
pesé le spécimen, puis nous l'avons plongée dans 100 mL avec et sans ajout de l'inhibiteur testé.

Plusieurs concentrations ont été préparées.

Finalement, le spécimen est retiré de la solution avec une pince avec précaution, ensuite laver
avec de l'eau distillée, puis avec de 1’acétone, et sécher avec un air chaud. Lors de ce dosage, le paramétre
fondamental est le calcul de AW en utilisant I'unité de mg. Les expériences ont été effectuées dans un

environnement agressif.

On a calculé I'efficacité d'inhibition de citrus en utilisant les équations suivantes :

WO _Winh Am
|EWL%=(W}100 Eq (11.3) szg Eq (11.4)

. \0 inh . . . e ,
Oou W, et W, représentent la vitesse de corrosion en l'absence d'inhibiteur et en présence de

I'inhibiteur. Am, S et t décrivent respectivement la moyenne de la perte de poids avant et aprés I'immersion

(mg), la surface totale (cm?) et le temps d'immersion (h).

B). Méthodes électrochimiques

Les études électrochimiques offrent des informations pertinentes sur le mécanisme d'action de
la substance inhibitrice et, si elles sont bien exploitées, sur la vitesse du processus de corrosion au
temps de la mesure, ce qui implique en toute hypothese de faire une étude en fonction du temps. Les
procédés électrochimiques utilisés au cours de nos travaux se répartissent en deux groupes bien

différenciés : les méthodes stationnaires et les méthodes non stationnaires nommées transitoires.
Appareillage

Les différents appareils utilisés pour nos analyses électrochimiques sont : Origaflex
Potentiostat/Galvanostat (OGF05A) pilotés par un ordinateur (Origamaster5) qui permet 1’acquisition
et le traitement des données a 1’aide des logiciels : Volta Master 4, Origine 6 et EC Lab. L’appareil est

constitué d’une cellule électrochimique de double paroi en verre qui a un volume de 50 ml. La double
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paroi permet la régulation de la température par I’intermédiaire d’un bain thermostaté ; Une électrode
de référence au calomel saturée ; Une contre électrode en platine, de grande surface ; Une électrode de

travail, constituée d’acier C38 de surface de 1 cm?.

Figure II- 30 : Montage expérimental d’étude éléctrochimique

Méthode stationnaire : Courbes de Polarisation (PDP)

Un ¢élément métallique immergé au sein d'un milieu électrolytique quelconque aurait tendance a
se dissoudre et a étre chargé ¢électriquement par création d'une double couche électrochimique assimilée
a un condensateur électrique. Aprés avoir été¢ suffisamment long pour qu'un systéme stationnaire se
mette en place, 1'¢lectrode métallique adopterait un potentiel, nommé potentiel de corrosion (Ecorr). Ce

potentiel ne pourra étre connaissable qu'en valeur absolue. Il est référé a une électrode de référence.

En faisant passer, a l'aide d'un générateur externe et d'une contre électrode, un flux de courant a
travers cette électrode métallique, son équilibre stationnaire est alors modifi¢, sa surface adopte une

nouvelle valeur de potentiel. Les courbes E = () ou i=f(E) composent les courbes de polarisation [213].

Le calcul de la vitesse de corrosion depuis les courbes de polarisation repose uniquement sur
le systeme cinétique qui dirige le processus de corrosion électrochimique (activation pure, diffusion

ou cinétique mixte).
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Figure II- 31: Représentation schématique linéaire et semi-logarithmique des courbes courant-tension caractéristique d‘une cinétique
d‘activation pure

Méthode non stationnaire : Spectroscopie d’lmpédance Electrochimique (SIE)

La spectroscopie d'impédance électrochimique constitue une méthode non stationnaire qui
renseigne sur les étapes élémentaires qui forment l'ensemble du processus électrochimique [219]. Leur
principe repose sur la superposition d'une modulation sinusoidale de basse amplitude au potentiel de
1'électrode ainsi que sur le suivi de la performance du courant pour diverses fréquences du signal de

perturbation.

X(t) _ . y(t)
Systeme électrochimique
— Y 1 —

Figure II- 32: Schéma d‘une fonction de transfert [220]

Dans une démarche classique, la perturbation appliquée est de type sinusoidal. Ainsi le signal
qui lui est soumis est de la forme x(t)=Asin(wt) et le comportement du systéme est y(t)=Bsin(xt+o)

dont la fréquence est f, la pulsation w=2nf et dont le déphasage est ¢.

L'impédance électrochimique du systéme est alors définie comme étant le nombre complexe

Z(w) qui résulte du rapport :

__ AE(w)
Z(w) = Aw) Eq (11.5)

Dans le cas du mode potentiostatique, AE(w) représente la perturbation soumise a un potentiel
donné Eo, et AI(w) constitue la réponse en courant du systéme examiné avec une composante

continue lo (Figure 11-33). On peut éventuellement utiliser le mode galvanostatique, en ce cas, c'est
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une perturbation de courant de petite amplitude qui est soumise au systéme et c'est la réponse en

potentiel qui sera alors mesurée.

On définit la fonction de transfert en termes d'impédance sous la contrainte que le systéme

est linéaire et que son interface est bien stable dans le temps.

Au cours de la caractérisation de la corrosion par SIE, les réponses de l'interface sont étudiées
au voisinage de son point de fonctionnement (généralement le potentiel de corrosion) grace a un

signal de basse amplitude de I'ordre de 5-10 mV.

Courant

‘l:‘ cormr

-

Al

Potentiel

Figure II- 33: Perturbation d‘un systéme électrochimique non linéaire a Ecorr avec 1p=0.

La représentation de ces deux éléments composant polaires, et ¢, comme fonction de la
fréquence w est dénommé diagramme de Bode (Figure 11-34), en revanche la représentation sur le
plan complexe (Zr vs. Zj) recoit le nom de diagramme de Nyquist. Une analyse du diagramme
d'impédance relatif au systeme électrochimique renseigne, sous la forme de capacités et de

résistances, les procédés électrochimiques qui se déroulent a I'interface.
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Figure II- 34: Exemple de diagrammes de Bode.

Suivant le circuit équivalent a qui correspond l'interface électrochimique, un diagramme de
Nyquist différent sera alors obtenu, sur lequel les principaux profils sont récapitulés dans la figure I1-
35. Dans celle-ci sont illustrés les profils des courbes d'impédance prévus pour différents circuits
équivalents. Pour un circuit équivalent comprenant une résistance en série et un condensateur, le spectre
d'impédance, traduit sous forme de Nyquist. En ce qui concerne un circuit équivalent dans lequel une
résistance est placée en paralléle avec un condensateur. Bien plus complexe encore est le circuit
équivalent de Randles. Mais au sein duquel une impédance, nommée impédance de Warburg, se trouve
en série par rapport a la résistance du circuit en propre parallele. L'impédance de Warburg constatée a
basse fréquence est celle associée aux processus de diffusion tres lents des espéces ioniques a partir de

l'interface ¢électrode/électrolyte jusqu'a la solution.

- Partie imaginaire

R Partie réelle R.+R

(&

Figure II- 35: Représentation, dans le plan de Nyquist, de I'impédance électrochimique, dans le cas
d‘un processus de transfert de charge [223]
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La valeur de la résistance Re du montage de circuit de Randles est fonction de la résistance
de 1'¢lectrolyte a conductivité finie. En effet, dans le milieu d'étude sélectionné, la teneur en ions
sulfates est assez importante pour permettre une bonne conductivité de 1'¢électrolyte et donc obtenir
une faible valeur de Re. Par ailleurs, sur le diagramme de Nyquist, quand la fréquence a tendance
a l'infini (w0 — ), la valeur de I'impédance globale du systéme est uniquement égale a la résistance
de I'¢lectrolyte. En effet, le phénoméne de charge des interfaces électrode/solution entraine
l'apparition d'un courant capacitif (représenté par la capacité constatée Cq). La résistance de transfert
de charge Rct est parcourue par ce courant faradique. Dans le cas ou il n'y a pas d'autre réaction que

le transfert électronique, Rt est considérée comme la résistance de transfert de charge.

En raison de la mise en évidence d'hétérogénéités a la surface de 1'électrode, il est parfois
difficile de modéliser la boucle capacitive haute fréquence au moyen d'un circuit électrique
équivalent. En effet, les sites de réaction sont alors répartis de maniére non uniforme et le demi-
cercle qui représente la résistance de transfert de charge ainsi que la capacité de la double couche

selon le plan de Nyquist se trouve aplati (figure 11-35) [224].

Modéliser le comportement de la double couche par une capacité¢ se révele imparfait. Il
devient alors nécessaire de greffer a cette capacité une constante de temps appelée, élément constant
de phase (ECP) et qui est symbolisée par la valeur de n. Si n est voisin de 0, I'ECP constitue une
résistance, si la valeur est voisine de -1, le comportement est alors celui d'une inductance et
finalement pour n = 0,5, on obtient un résultat équivalent a I'impédance de diffusion de Warburg
[225][226].

11-2-4-4. Outils de caractérisation et d'analyse morphologique

Les modeles d'isotherme d'adsorption sont considérés comme un outil important pour décrire
l'interaction des inhibiteurs de corrosion avec la surface des métaux qu'ils sont censés protéger. Une plus
grande attention sera accordée aux informations utiles que I'on peut en tirer. L'utilisation de différents
outils pour décrire la morphologie du matériau est considérée comme un travail complémentaire. La
caractérisation de la surface en termes d'aspect a été effectuée avec l'intervention de citrus et en I'absence

de cet agent réducteur a été réalisée par les techniques suivantes.

Spectroscopie ultraviolette

L'analyse spectroscopique UV-vis est considérée comme un outil d'intérét pour examiner les
spectres d'absorption des solutions. Nous avons utilisé I'appareil de mesures spectrales UV en premier

lieu pour commencer notre caractérisation. Les mesures ont été calculées avec un instrument V-730,
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dans la gamme de 1100 - 190 nm, avec une vitesse de balayage de 400 nm/min et une largeur de bande

de 1.0 nm, la réponse est de 0.06 sec et la source de changement était a 340 nm.

Analyse SEM/EDS

La surface de 1'échantillon a été étudiée par un outil pertinent, la microscopie électronique a
balayage (SEM). Nous avons caractérisé la morphologie dans deux cas différents, avant et apres 1'ajout
de l'agent réducteur. La concentration optimale a été testée avec le milieu agressif seul. Une période de
24 heures d'immersion a ¢été prise avant de procéder a la caractérisation. La morphologie a été
photographiée par SEM Quanta 250 avec un filament de tungsténe. Une valeur ajoutée dans notre étude
est que, notre MEB ¢était équipé d'un EDS, ce qui signifie que nous avons fait a la fois une étude

morphologique et une analyse chimique de la surface de notre spécimen.

Evaluation de la méthode théorique

Le but ultime de ce travail est d'incorporer a la fois la modélisation et le travail expérimental pour
assurer l'efficacité et la qualité de notre inhibiteur écologique. La corrélation semble intéressante et a un
grand intérét a trier avec un résultat complet. Nous avons étudié a la fois la théorie de la fonction de
densité et la réactivité de la dynamique moléculaire, abrégées en DFT et MDR. Tout d'abord, nous avons
évalué le mode d'action de notre composé majeur représentant 82% de notre échantillon, qui est le d-
limonene, sur le spécimen étudié en utilisant la méthode de phase aqueuse de la DFT. En outre, comme
nous l'avons mentionné précédemment, nous avons l'intention d'établir une corrélation entre les deux,
les indices de réactivité chimique et les résultats expérimentaux, I'efficacité de notre inhibiteur. La suite
logicielle Gauss.09 au niveau DFT/B3LYP/6-31G (d, p) a été 1'outil approprié pour optimiser la forme
géométrique de la structure moléculaire de I’agent réducteur. Les énergies, ELumo, EHomo, la différence,
I'¢lectronégativité globale "y", la dureté globale "n" et les électrons transportés des orbitales occupées

de la molécule organique aux orbitales inoccupées de la surface métallique "ANi1o".

AEgap =E umo —Eromo  Eq (11.6)

1
Z:E(EHOMO+ ELUMO) Eq (11.7)

1
n= E(EHOMO - ELUMO) Eq (11.8)
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ZFem'Zinh B O-yin

2(77Fem+’7inh) 217

ANy = Eq (11.9)

L'interaction de l'inhibiteur étudié, le d-limonéne sur le systéme Fe (110) est étudiée en utilisant
le deuxiéme outil de dynamique moléculaire de réactivité, abrégé en MDR. Le logiciel Materials
Studio2016 avec I'extension du module Forcite a été essayé pour réaliser cette simulation [22,23]. Nous
avons étudié le phénoméne d'interaction a partir d'une boite de simulation (27,30 * 27,30 * 37,13 A3)
en utilisant un mod¢le de dalle a 6 couches dans chaque couche avec une représentation a (11x11) cellule
unitaire. La boite de simulation établie est vidée de 27,13 A3. 500 H20, 5 H30*, 5 CI" et le réducteur
remplissent ce vide. Nous avons contrélé la température du systetme a 298 K par le dispositif du
thermostat d'Andersen, ensemble NVT, avec un temps de simulation de 600 ps et un pas de temps de
1.0 fs, le tout sous le champ de force COMPASS.
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Conclusion

Au terme de cette section, nous avons eu l'opportunité de présenter en détail les différentes
méthodes et protocoles employés pour I'extraction et la séparation des métabolites secondaires issus de
la matrice de citrus. De méme, nous avons examing les techniques utilisées pour évaluer leur activité
antioxydante, antibactérienne et anticorrosion. En outre, nous avons initi¢ cette exploration par un
apercu approfondi de la plante de citrus, en se concentrant particuliérement sur la variété de Citrus
reticulata. Cette démarche nous a permis d'établir une identification précise et une cartographie détaillée
de la matiére premiére, qui a constitué le point de départ de nos expérimentations. Dans le chapitre
suivant, nous aurons l'occasion de présenter en détail les résultats obtenus au cours de ce travail et de

les interpréter en les comparant aux études précédentes.
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Introduction

Cette section se concentre sur les résultats d'analyse des méthodes de récupération
des métabolites secondaires de Citrus reticulata. L'hydrodistillation est utilisée pour
l'extraction des huiles essentielles (HEs), tandis que la chromatographie est employée
pour isoler les polyméthoxyflavones (PMFs). En outre, nous évaluerons les activités
biologiques, notamment l'activité¢ antioxydante a 1'aide des tests DPPH-ABTS-FRAP et

['activité antibactérienne a travers le test CMI.

I11. Préparation et caractérisation des métabolites secondaires

I11-1. Extraction des huiles essentielles

L'hydrodistillation a été utilisée pour extraire I'huile essentielle de Citrus reticulata.
Le rendement obtenu était respectueux, autour de 2,13%. La caractérisation et
l'identification ont ét¢ menées par chromatographie en phase gazeuse avec l'aide de la
spectroscopie de masse comme détecteur. Le composé principal était le d-limonéne avec un
pourcentage de 82%. D'autres composés ont été reconnus dans notre échantillon mais en

faibles quantités. Le d-limonéne reste le composant crucial.

I11-2. Composition chimique des huiles essentielles

L'examen réalisé par chromatographie en phase gazeuse sur I’huile essentielle
conduit a dix constituants différents avec un pic intense a 8,71 minutes représentant le

composant majeur (Figure 111-1).
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Figure Ill- 1: Spectre GC-MC de Citrus Reticulata.
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Le tableau ci-dessous (Tableau IlI-1), résume les différents composés présents

dans I'huile essentielle de Citrus reticulata avec la quantité des constituants prédominants

et mineurs.

Tableau lll- 1: Composition chimique de Citrus Reticulata.

Constituents d’HE Temps de rétention Indice de Kovats Pourcentage
(min) (KI) (%)
a-Pinene 6.36 934 9.48
a-Ocimene 7.51 1028 0.74
d-Limoneéne 8.71 1030 82
y - terpinene 10.17 1058 0.60
Linalool 13.08 1099 2.89
Citronellal 17.01 1153 0.12
Terpinen-4-ol 18.46 1177 1.88
a-Terpineol 19.99 1191 0.61
v -Muurolene 37.32 1479 0.14
Caryophyllene 50.19 1592 0.13
Total 98.59
Hydrocarbures totaux non oxygénés 93.09
Hydrocarbures totaux oxygénés 05.50

Comme il est mis en évidence dans le tableau ci-dessus, I'échantillon présent est
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compos¢ principalement d'hydrocarbures monoterpénes comme la majorité de 1'huile

essentielle (Figure 111-2).

[ Hydrocarbures totaux non oxygénés
Il Hydrocarbures totaux oxygénés

94.42%

5.58%

Figure Ill- 2: Familles chimiques Pourcentage d'huile essentielle.

Le d-limonéne était le constituant prédominant avec une présence de 82%, ce qui
est en corrélation avec les études antérieures qui ont mentionné que ce constituant domine
le profil de 1'huile essenticelle de cette espece [232,233] . Nous avons trouvé en second

lieu I'alpha-pinéne (9,48%), puis le linalol (2,89%) (Figure I11-3).

P g

D-Limonene a-Pinene Linalool
Figure lll- 3: Structures chimiques des principaux composés de Citrus Reticulata.

Le profil chimique de I'huile essentielle obtenue est volontairement incliné et
modifié par la période de récolte. D'autres paramétres, tels que le stade végétatif de la
plante[234] , I'état de la matiere premiére (séche ou fraiche)[235] , le mode d'extraction,
les conditions de stockage, etc[236,237] . La cohérence des résultats a été trouvée dans
notre travail réalisé précédemment (Najem et al) [26] qui confirme que le composé le
plus abondant dans 1'extrait était le d-limonéne, égal a 82% dans les fruits récoltés en

novembre, 88% en décembre, et 80% en janvier[238].
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11-3. Séparation, purification et ¢lucidation structurelle
des polymethoxyflavones

En combinant une variété de techniques chromatographiques, 5
polyméthoxyflavones ont été obtenues, dont la nobiletine et 1'heptaméthoxyflavone

prédominent 1’ extrait.

Isolement de la nobiletine et de I'heptaméthoxyflavone

Aprés une extraction liquide-liquide, et I’obtention de 4 fractions (hexanoique,
chloroformique, éthyle-acétate et méthanol), tous ces fractions seront soumises pour une
analyse HPLC afin de sélectionner la meilleure fraction présentant les meilleurs composés.

1 mg a été préparé depuis chaque fraction et solubilisé¢ dans 1 mL de méthanol.

Figure Ill- 4: Analyse des fractions obtenues par HPLC-PDA

Une analyse sur HPLC-PDA en utilisant comme phase mobile, un systéme de
gradient d'acétonitrile et d'eau, en commengant par 30% d'acétonitrile et 70% d'eau,
pendant 30 min. Et comme phase stationnaire, la colonne Kinetex XB 250 4,6 mm, 5 m

a été utilisée. La fraction chloroformique a été sélectionnée pour les prochaines études.
(Figure 111-5)
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Figure IlI- 5: HPLC-PDA de la fraction chloroforme de citrus reticulata)

La plupart des composés organiques semblent possédant les mémes absorbances
en se basant sur le PDA. En addition, la conclusion extraite pourra étre confirmer par les

spectres UV suivant.

400
Wavelength [nm]

Figure IlI-6 : Spectres UV des composés présents
Notre cible sera 1’isolation des 2 composés prédominant afin d’étudier leurs
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importances pharmaceutiques.
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Figure IllI- 6: Chromatogramme HPLC de la fraction chloroforme de Citrus reticulata
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Figure lll- 7: Spectre UV des composés a et b de Citrus reticulata

Une phase normale avec 50% DCM et 50% d'acétate d'éthyle a été le systéme

d'¢lution trouvé par CCM analytique.
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Figure Ill- 8: CCM de la fraction CHCI3 avec différents systemes d'élution (a:254 nm, b:366 nm)

Avant de passer a la séparation sur flash chromatographie, la fraction

chloroformique a été absorbé sur le gel de silice afin de produire une matiére séche
capable d’étre soumis a la séparation.
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Figure lll- 9: Préparation de la matiére seche avant soumission au flash chromatographie

Apres la préparation de la matiere séche, 1’étape suivante sera de la charger dans

une cartouche de flash et la déplacer sur une colonne remplie de gel silice et préparer le
systéme d’¢élution.

121



Chapitre 111 Evaluation des activités biologiques

R
Pal&-et?‘-" Granted
mumin

T i ° (<)
+Q § Smg.‘.ﬁ
o =
ksg B L B2T!
c c ”3”-"’02
O 2 Eij L2
i §=
= < = ‘é"-a?:
S ET ©
B3 $5.3 553
[ERch S ‘o =i
c =& ar D E
® g TES a8 ) W [
P = o Sk Fe=Ro
S o ety =
S >§ TS 3
‘u‘&:.( 0 s
0 Con
=l = &
h D e
I v
-

Figure Ill- 10: Chargement de la matiere séche sur la cartouche

L'utilisation du systéme obtenu sur chromatographie flash (80 g de gel de silice)

avec un gradient a conduit a l'obtention de I'heptaméthoxyflavone avec une pureté
de 92% et d'autres polyméthoxyflavones.
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Figure Ill- 11: Systéeme d'élution de la fraction CHCls sur flash chromatographie

L'utilisation de Prep-HPLC avec 60% d'acétonitrile et 40% d'eau, en utilisant la
méme colonne a conduit a I'obtention d'une grande pureté d'Heptamethoxyflavone, ainsi

qu'a la séparation de deux autres polyméthoxyflavones nommées, sinensetin et
tangeretine.
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Figure Ill- 12: Systeme d'élution sur prep-HPLC

L'utilisation de la colonne Kinetex Biphenyl 250 21.2 mm, 5 m avec 55%
d'acétonitrile et 45% d'eau dans une HPLC semi-préparative nous a permis I'obtention et

la purification de la Nobiletine et de la Hexamethoxyflavone.

Figure Ill- 13: Différence entre colonne préparative et colonne semi-préparative

En fin, nous étions capables de retenir 5 polyphénols, ils appartiennent a la méme

catégorie, ce sont des polyméthoxyflavones.
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Nobiletin Heptamethoxy- Hexamethoxy- Sinensetin Tangéretine
flavone flavone

Figure Ill- 14: Les 5 PMFs isolés de la fraction CHCls; de Citrus reticulata

La figure ci-dessous résume les 5 composés obtenus avec le temps de rétention

correspondant au méme systéme utilisé lors de la premiére investigation.
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Figure Ill- 15: HPLC-PDA de la fraction chloroforme, du composé a et du composé b

En utilisant 1H-NMR, 13C-NMR et MS-ESI, 1'¢élucidation de la structure de cinq

polyméthoxyflavones a été déterminée et sous-dessous les deux structures principales.

a = Heptamethoxyflavone b = Nobiletin

Figure Ill- 16: Structures des 2 principaux PMFs de citrus reticulata
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Heptamethoxyflavone:

'H-NMR (500 MHz, CDCls): 8= 7.83 (d,1H), 7.80 (s, 1H), 7.01 (d,1H), 4.09 (s, 3H), 4.01 (s, 3H), 3.97
(s, 9H), 3.94 (s, 3H), 3.88 (s, 3H)

B3C-NMR (126 MHz, CDCls): 8= 173.99, 153.24, 151.43, 151.23, 148.94, 148.35, 146.87, 143.99,
140.91, 137.98, 123.62, 122.07, 115.25, 111.22, 111.14, 62.43, 62.08, 61.98, 61.81, 59.99, 56.13, 56.06.

MS-ESI (MH*) m/z= 433.14861
Nobiletin:

IH-NMR (500 MHz, CDCls): 8= 7.57 (d, 1H), 7.41 (s, 1H), 6.99 (d, 1H), 6.61 (s, 1H), 4.10 (s, 3H),
4.02 (s, 3H), 3.97 (s,3H), 3.96 (5,3H), 3.95 (s, 6H)

B3C-NMR (126 MHz, CDCls): 8= 177.47, 161.18, 152.10, 151.57, 149.48, 148.58, 147.87, 144.25,
138.18, 124.20, 119.77, 115.03, 111.41, 108.76, 107.05, 62.40, 62.10, 61.97, 61.81, 56.24, 56.13.

MS-ESI (MH*) m/z= 403.13795
Sinensetin:

'H-NMR (500 MHz, CDCls): 8= 7.51 (d, 1H), 7.32 (s, 1H), 6.97 (d, 1H), 6.79 (s, 1H), 6.59 (s, 1H),
3.99 (s, 6H), 3.98 (s, 3H), 3.96 (s, 3H), 3.91 (s, 3H)

3C-NMR (126 MHz, CDCls): 8= 177.33, 161.28, 157.81, 154.66, 152.77, 151.98, 149.45, 140.53,
124.31, 119.74, 113.06, 111.31, 108.86, 107.58, 96.40, 62.34, 61.69, 56.46, 56.29, 56.23.

MS-ESI (MH*) m/z= 373.12734
Hexamethoxyflavone:

H-NMR (500 MHz, CDCls): 8= 7.70 (s, 2H), 6.98 (d, 1H), 6.74 (s,1H), 4.01 (s, 3H), 3.97 (s, 3H), 3.96
(s, 6H), 3.91 (s, 3H), 3.87 (s, 3H)

13C-NMR (126 MHz, CDCls): 8= 173.78, 157.80, 153.70, 153.40, 152.61, 151.11, 148.90, 140.96,
140.31, 123.53, 121.87, 113.30, 111.52, 110.99, 96.15, 62.35, 61.71, 60.09, 56.46, 56.25, 56.13.

MS-ESI (MH*) m/z= 403.13780

Tangeretine:

IH-NMR (500 MHz, CDCls): 8= 7.87 (d, 2H), 7.02 (d, 2H), 6.6 (s, 1H), 4.09 (s, 3H), 4.01 (s, 3H), 3.94
(s, 6H), 3.88 (s, 3H)

BC-NMR (126 MHz, CDCls): 8= 177.52, 162.45, 161.35, 151.53, 148.55, 147.89, 144.23, 138.24,
127.87, 124.01, 115.04, 114.67, 106.85, 62.40, 62.17, 61.97, 61.80, 55.64, 39.69, 26.47.

MS-ESI (MH*) m/z= 373.12734

L’objectif de la prochaine partie, est d’étudier la teneur des 5 PMFs isolés en se
basant sur 3 régions différentes. Une comparaison entre 3 régions du Maroc (Berkane,
Marrakech et Agadir) a montré une différence remarquant qui vient de plusieurs

parametres régionaux.
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Figure IlI- 17: Comparaison de la teneur des PMFs entre 3 régions producteurs de citrus reticulata au Maroc

On voit bien que la région de Berkane enregistre la meilleure matrice présentant
une teneur importante des polyméthoxyflavones suivi de la région de Marrakech et

derniérement la région d’Agadir.

Les résultats obtenus peuvent étre expliqués par les facteurs climatiques comme
le sol, ’humidité, la température, 1’air... La région de Berkane attire plus d’attention par
rapport aux autre régions étudiées. Celui-ci, peut jouer un rdle assez important pour

attirer les investisseurs de prendre cette matiére depuis cette région.

Une deuxiéme comparaison a été étudiée entre les composés présents en écorce

et les composés présents en feuilles de Citrus reticulata.
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Figure Ill- 18: Chromatogramme HPLC de la fraction chloroforme des écorces et des feuilles de citrus reticulata

En se basant sur I’identification précédente, il convient que les feuilles ne
contiennent pas du composé d’Heptaméthoxyflavone. D’autre part, le Nobiletin se trouve

le prédominant avec le Sinensetin dans les feuilles de citrus.

I11-4. Activités biologiques
I11-4-1. Activité antioxydante

Un certain nombre de rapports ont recommandé 1'utilisation des huiles essentielles
comme antioxydants naturels dans les secteurs alimentaire et pharmaceutique en raison

de leurs activités antioxydantes combinées prometteuses et de leur dossier toxicologique

assez slr[239] .

Test DPPH

Le taux d'inhibition du DPPH par I'huile essentielle, varie de 12,49-83,36% pour
une concentration comprise entre 0,15-3,75 mg/mL, avec une valeur ICso de 2,01 mg/mL
(Figure 111-19).
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Figure Ill- 19: Activité de piégeage des radicaux diphényl-1-picarylhydrazyl (DPPH) de I'huile essentielle.

Les résultats obtenus en utilisant le test DPPH, révélent que la ICso de I'huile
essentielle atteint la valeur de 2,01 mg/mL. Ces résultats semblent étre meilleurs que
ceux de certaines études précédentes[240] montrant une faible activité de piégeage des
radicaux DPPH avec de faibles pourcentages de neutralité¢ de piégeage allant de 12% a
17,7%. Ce bon résultat peut étre attribué en premier lieu a la quantité significative
d'hydrocarbures monoterpéniques et en particulier de d-limonene[241]. 1l a été reporté
que le d-limonéne présente une activité antioxydante[242]. Le radical DPPH a la capacité
de réagir avec des hydrocarbures insaturés (d-limonéne) en retirant un atome H - des
liaisons C-H avec une enthalpie de dissociation des liaisons suffisamment faible[243] ,
le processus impliquant la décoloration des radicaux libres en présence d'huile essentielle
peut provenir de terpénes insaturés. Le d-limonéne peut jouer un réle crucial dans la
neutralisation des radicaux libres[244] . Une étude rapportée par Farukh et al.
(2014)[245] montre que l'activité de pi¢geage des radicaux des composants des huiles
essentielles comme le d-limonéne a un ICsp supérieur a celui du Citrus reticulata et
inversement pour le Linalool (Tableau I11-2).

Tableau Ill- 2 : Comparaison entre la concentration inhibitrice semi-maximale de I'huile essentielle et des principaux
CoOmMposeés.

d-limonéne Linalool Citrus Reticulata

ICso (mg/mL) 6.1586 +0.6311 1.9144 £0.0125 2.01 +0.0152
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Cette comparaison précédente suggere que l'activité de piégeage des radicaux de
notre agent provient de I'effet synergique des constituants de I'huile essentielle ; synergie
avec d'autres composés chimiques, méme avec les mineurs, tels que le y-terpinéne et le
terpinéne-4-0l (Tableau Ill-1) et suggére que ce phénoméne pourrait jouer le role

principal derricre cette activité.

Test FRAP

Le role joué par les citrus et les aliments végétaux, en termes d'avantages sur la
santé de I'étre humain et le stress oxydatif, provenant de leur activité antioxydante[246]
nous a guidés pour mener également 1'étude du pouvoir antioxydant réducteur ferrique
(FRAP) (Figure 111-20). En mesurant le pouvoir de I'huile essentielle en termes de
réduction de Fe®* en Fe?* par transfert d'électrons. L'expression de la ECso de I'huile

essentielle révélée était de 4,71 = 0,43 mg/mL.
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Figure lll- 20: Pouvoir antioxydant réducteur ferrique de I'huile essentielle.

Nous avons augmenté la concentration d'huile essentielle de citrus jusqu'a la
valeur, ou une augmentation n'affecte plus la réduction des ions ferriques. Ces résultats
semblent acceptables, puisque le test FRAP n'est pas aussi efficace que le DPPH et
I'ABTS, mais il nous a donné une concentration efficace respectueuse de 4,71 mg/mL.
Les valeurs obtenues peuvent étre tres utiles pour les futurs chercheurs visant a étudier

la variété de Citrus reticulata, car il existe peu d'examens concernant ce type de citrus.
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Test ABTS

La réduction du risque d'étre attaqué par le stress oxydatif et la prévention des
dommages au corps humain, a été réalisée également par le test ABTS scavenging
(Figure 111-21). L'huile essentielle a été trouvée dans une gamme de 21,37 - 83,45% dans

0,66-8,62 mg/mL, avec une valeur ICs de 3,20 mg/mL.
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Figure lll- 21: Test de piégeage ABTS de I'huile essentielle.

Une étude a été rapportée par Deng et al (2020)[247] utilisant le test ABTS,
montre une valeur de 15.72 + 0.32 mg/mL et un autre travail réalisé par Trabelsi et al.
(2014)[248] ayant une valeur supérieure a 15.00 mg/mL. Alors que le Citrus reticulata
conduit a une activité de piégeage significative de 3.47+0.02 mg/mL. Le DPPH et
I'"ABTS montrent des corrélations en démontrant une puissance de piégeage respectueuse
contre les radicaux libres. Comme le montre le tableau ci-dessous (Tableau I11-3), la
meilleure valeur de 1Csg a été obtenue par le DPPH, suivi par I'ABTS puis le FRAP.

Tableau IlI- 3 : ICsp (mg/mL) des différents tests antioxydants testés.

Activité antioxydante | DPPH FRAP ABTS
ICs0 (Mg / mL) 2.01 £0.01 4,71 £0.43 3.47+£0.02
La moyenne de l'inhibition des dommages causés par les radicaux libres par les trois
différentes méthodes utilisées au cours de ce travail sous-jacentes dans le tableau suivant
(Tableau I11- 4), montrent un intervalle appréci¢ pour le DPPH et 'ABTS.

Tableau IlI- 4: Pourcentage de piégeage des différents tests antioxydants testés.

Activité antioxydante | DPPH FRAP ABTS
Scavenging (%) 12.49 — 83.36 47.69 — 53.44 21.37 -83.45
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Les constituants des huiles essentielles ont réagi avec le cation radical ABTS
préparé en ajoutant et en mélangeant du persulfate de sodium a I'ABTS. Citrus reticulata
a exposé une capacité antioxydante appréciable en diminuant le grade du radical ABTS.
Le mélange de substances phytochimiques présent dans 1'huile essentielle exerce un effet
synergique permettant de piéger et de neutraliser les radicaux libres responsables du
stress oxydatif. Les agrumes domestiqués et les hybrides[249] peuvent étre comparés a
notre genre. Ils appartiennent tous a l'espéce des agrumes. Les résultats obtenus au cours
de cette é¢tude sont proches des publications précédentes rapportées sur la variété de
citrus[250,251]. Par conséquent, les résultats obtenus peuvent étre exploités dans un
domaine varié en particulier le stress oxydatif. La raison derriére cette suggestion, est
que 1'huile essentielle n'a pas exposé de toxicité in vivo sur la santé et le bien-&tre. A ce
titre, elle peut étre utilisée avec une grande garantie[252,253]. Et pour confirmer
davantage, jetez un coup d'eeil a une étude rapportée par Monajemi et al.[254] sur la

cytotoxicité de I'huile essentielle d'écorces d'agrumes.

111-4-2. Activité antibactérienne

Les huiles essentielles sont bien connues pour leur activité antimicrobienne et elles
sont des candidats potentiels pour le développement d'agents antimicrobiens a partir de
sources alternatives[255,256] . En vertu de leur nature lipophile, ces huiles essentielles ont
le potentiel d'interagir avec la membrane cellulaire des micro-organismes et de modifier sa
perméabilité, entrainant finalement la mort du micro-organisme[257]. La portée
antimicrobienne d'une huile volatile dépend invariablement de sa composition chimique.
Dans la présente étude, le d-limonéne s'est avéré étre le principal composant chimique de
1'huile d'agrumes, contribuant a son ardme vif et a sa capacité antibactérienne[258]. L'étude
de la capacité antibactérienne contre les souches mentionnées a été effectuée par la méthode
de dilution. Comme il a déja été rapporté que les agrumes en général possedent une activité
antibactérienne, nous avons sauté I'étape de la diffusion sur disque, puisque nous avons
rapporté des études le mentionnant[259,260]. Par ailleurs, les résultats obtenus dans notre
expérience confirment le pouvoir de Citrus reticulata contre Staphylococcus aureus,

Bacillus subtilis, Escherichia coli et Salmonella enterica (Tableau 111-6).
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Tableau IlI- 5: Activités antibactériennes de I'huile essentielle de Citrus reticulata contre 4 souches.

Bactéries Concentration minimale inhibitrice (CMI) (ug/mL)
Staphylococcus aureus 25
Bacillus subtilis 12.5
Escherichia coli 25
Salmonella enterica 25

Le citrus s'est avéré présenter un effet antibactérien contre la souche Bacillus
subtilis plus fort que Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Salmonella enterica,
comme cela était cohérent avec la littérature[259] . Les résultats obtenus sur l'espéce
Escherichia coli sont similaires a une étude réalisée sur la variété Citrus reticulata qui se
manifeste avec une CMI de 9 ug/mL[261] , une autre étude montrant une gamme de 0,25-
0,40 ng/mL[262] . Ces résultats ont établi que I'huile essentielle des écorces de Citrus
reticulata a le potentiel d'étre compétitive avec les revétements a base d'agents

antimicrobiens et peut trouver une position dans les domaines d'application pertinents.

En général, les huiles essentielles extraites des agrumes sont considérées comme
sans risque pour la consommation et 'utilisation par les organismes de réglementation,
comme la Food and Drug Administration (FDA) aux Etats-Unis, par conséquent, le citrus
peut étre utilis¢ comme ingrédient aromatique naturel ou comme additif alimentaire en
raison de son arome, en plus de ses activités antioxydantes et antibactériennes. Le d-
limoneéne, le constituant le plus important de Citrus reticulata, s'est avéré étre un agent
gastroprotecteur efficace[263] ; par conséquent, I'huile de citron vert peut étre prise en
combinaison avec des substances anti-inflammatoires pour vaincre leur gastrotoxicité.
L'huile essentielle de citron vert peut également étre envisagée comme une alternative a

la thérapie standard pour certaines affections courantes.

111-5. Exploration de I’hémisynthese pour améliorer les propriétés des
molécules isolées

Modification de L’hespéridine par hydrolyse puis fluoration

L’objectif principal de cette partie est d’apporter des modifications a la structure
trouvée de I’hespéridine, en essayant d’éliminer la partie glycosidique (sucre) et aprés on

changera les groupement hydroxyles en groupements fluores.
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Figure Ill- 22: Schéma de la transformation visée

Vu I’intérét de la chimie de fluor aujourd’hui dans le monde pharmaceutique,
médicaments.

plusieurs tentations ont été essayé afin d’insérer I’atome de fluor dans les structures des

Dans une premicre partie, I’hydrolyse de I’hespéridine sera réalisée par I’addition
I’¢thanol.

de I’acide sulfurique (H2S04) et I’acide acétique (CH3COOH) en utilisant comme solvant

Matiére premiére Réactifs Solvant
(Hespéridine) (H2S0O4 + CH3COOH) C2HsOH,
grade Ar

LCETSAV 99 150 5
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Figure IlI- 23: Matieres utilisées pour la premiere étape

Une masse de 500 mg a été solubilisé dans 250 mL d’éthanol, et un volume de 25
mL d’acide acétique et 25 mL d’acide sulfurique ont été préparé apparemment. Le

mélange des réactifs d’hydrolyse a été ajouté soigneusement.

Aprés une durée de 3h et avec une température de 60° dans un montage a reflux,
la couleur de mélange a été changée, ce qui montre que la réaction a été effectuée. Un

suivi par une plaque CCM a été en jeu jusqu’a le point ou il y’a plus d’hespéridine.

Apres 3h Apres 8.5h
(Réaction en cours) (Fin de réaction)

Début de réaction

Le workup de cette réaction a été effectué par neutralisation de 1’acide en utilisant

la soude (NaOH) tout en suivant avec pH la variation de la couleur.

Figure Ill- 24: Neutralisation de l'acide par I'addition de NaOH
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Une extraction liquide-liquide en utilisant 1’éthyle d’acétate comme solvant
d’extraction de ’hesperetine de la phase aqueuse, suivi d’une concentration du produit

final par évaporation de solvant nous a permis d’atteindre 1’hesperetine.

Figure Ill- 25: Extraction et concentration de I'hesperetine

L’hesperetine sera soumis pour une tentation de fluoration en utilisant comme
réactif, un agent de fluoration PhenoFluor Mix, le role de ce réactif est de transformer les
groupements hydroxyle en groupements fluorés. On utilisera le toluéne comme un

solvant anhydrique et avec une pureté de 99.8%.
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Figure Ill- 26: PhenoFluor Mix + Toluéne 99.8%

La réaction a été essay¢ en premier temps dans un petit flacon de 5 mL. Une masse
de 35 mg de I’hesperetine avec un exces de réactif (250 mg) et 2.5 mL de toluéne. Aprés

une durée de 2h la réaction a été compléte.
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Début de réaction Fin de réaction (2h)

Un probléme de solubilité a été génére, le DMSO a été utilisé pour la suite de ce
travail. Dans le workup, nous avons soumis le produit 8 HPLC-préparative avec un

systeme de 85% Eau et 15% Acétonitrile trouvé aprés une HPLC-PDA analytique.

_

File Name Fmix1
Project Name Ayoub Citrus

' Date Modified 2022.05.26.11:20:21
Date Modified By Gabor

- Acquisition Date 2022.05.26. 11:09:57
- Acquisition User Gabor

- Acquisition Time 60.0min

 Sample # 1
Volume 100

- HPLC System Name JASCO PDA
- Additional Information
 Description Kinetex 5 um XB-C18 100A 250x4.6mm

' Sample Name
| Type
Quantitation Factor

- Acquisition Sequence F mix1 isoc 85 W-ACN 15 60 min
Control Method ACN-water 15-85 60 min isocratic
1+ Peak Method

Peak ID Table

Figure Ill- 27: Parameétre de purification déterminé par HPLC-PDA
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Figure Ill- 28: HPLC-PDA de la réaction de fluoration

A partir du chromatogramme ci-dessus, on constate bien qu’on peut récupérer un pic

intense aux alentours de 13 min et 2 produits mineurs aux alentours de 15 et 16 min.

Apres transfert de ce systeme a I’HPLC préparative, tous les produits viennent apres

2min !

Nous avons essayé plusieurs fois en changeant le systeme d’élution et aussi la

méthode de purification et aucune méthode n’a été efficace !

Conclusions :

L’HE extraite des déchets d'écorces de citrus a démontré un potentiel prometteur
en tant qu'agent antioxydant et antibactérien. Ces propriétés ont été confirmées par des
analyses de DPPH, FRAP et ABTS pour l'activité antioxydante, ainsi que par des tests
de dilution pour I'activité antibactérienne. Cependant, malgré des efforts pour améliorer
ces capacités biologiques par le biais de la hémisynthese, des problémes de purification
et des défis liés a 'agent de fluorination utilisé ont entravé la réussite de cette approche.
Dans le chapitre suivant, qui est le dernier, nous présenterons en détail les résultats de
’activité anticorrosion et nous conclurons avec des études théoriques de DFT et SMD
pour mieux comprendre les interactions entre 1’inhibiteur et la surface de 1’acier lors de

I’adsorption et la protection du matériau.
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Chapitre 1V :

Application dans le domaine
de la corrosion
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Introduction :

Cette section se concentre sur l'utilisation des métabolites secondaires extraits du
citrus, a savoir les HEs et les PMFs, en tant qu'agents anticorrosion pour protéger l'acier
doux exposé a des environnements contenant de 1'acide chlorhydrique (HCI). Les essais
seront effectués en utilisant la méthode de la perte de poids, ainsi que des techniques
électrochimiques telles que 1a SIE (Spectroscopie d'Impédance Electrochimique) et le
PPD (Polarisation Potentiodynamique). L'examen de la surface sera réalisé a l'aide de la
microscopie électronique a balayage (MEB-EDS). Enfin, pour l'aspect théorique de cette
¢tude, nous adopterons une approche basée sur la Théorie de la Fonctionnelle de la

Densité (DFT).

IV-1. Mesure de la perte de poids

Dans ce premier contexte, la perte de poids va étre examinée par l'immersion du
spécimen sélectionné dans le milieu agressif de l'acide chlorhydrique. Ce milieu est
considéré comme un agent d'endommagement, car il provoque des attaques et des piqiires
a la surface de I'acier doux. Nous allons examiner I'effet du Citrus reticulata et combien
il peut faire un traitement de surface par la seule mesure du poids avant I'immersion et
apres l'immersion. L'outil de la perte de poids, peut souligner I'impact inhibiteur instinctif
des constituants volatils et non volatils de citrus au cours de cette expérience et fournir
des résultats réfléchis de la procédure de corrosion avec la présence de Citrus reticulata
et sans elle [264].

Tableau IV- 1: Données de perte de poids de I'acier doux dans une solution de HCl 1 M en absence et en présence d’HE et de
PMFF a différentes concentrations.

Conc HE Weorr IEwL Conc PMF Weorr 1EwL
(ppm) (mg cm?h™) (%) (ppm) (mg cm?h™) (%)
000 1.4271 000 1.2090
900 0.1946 86.4 200 0.1142 90.5
600 0.2852 80.0 150 0.1809 85.0
300 0.4061 715 100 0.3529 70.8
100 0.7314 48.7 050 0.5443 54.9

D'apres le tableau précédent, nous constatons qu'a la concentration de 900 ppm
pour HE et 200 ppm pour PMF, la vitesse de corrosion devient trés lente et 'efficacité
atteint un bon niveau. Par conséquent, notre échantillon testé a joué¢ un rdéle important
pour réduire le poids de l'acier doux et le sauver du phénomene de corrosion. Les HEs et

les PMFs de Citrus reticulata semblent étre des agents atténuant la corrosion intéressants
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et plus préférables que la variété de citrus aurantium qui ne donne que 85% a 1 g/L[265].
La méthode d'inhibition par traitement de surface pour HE pourrait étre due non
seulement au composé principal, a savoir le d-Limonéne, mais aussi a un effet coopératif
avec les autres composants[266]. On remarque que par I'addition de Citrus reticulata, la
vitesse de corrosion du MS a été significativement réduite, indiquant I'efficacité
inhibitrice de I’HE et PMFs envers le MS dans le milieu acide étudié 1M HCI, cette
action inhibitrice peut étre attribuée a I'adsorption des composés organiques sur la surface
du MS et ainsi fournir une bonne couverture de la surface du métal [267]. Les essais
suivants seront effectués avec les techniques électrochimiques pour vérifier et confirmer
les résultats des recherches. La méthode de polarisation potentiodynamique et la
spectroscopie d'impédance électrochimique vont étre testées en utilisant les matériaux

requis et I'équipement nécessaire pour garantir les résultats obtenus.

IV-2. Essais électrochimiques

Dans ce contexte, nous allons essayer deux méthodes, la polarisation
potentiodynamique et la spectroscopie d'impédance électrochimique, pour mesurer
l'efficacité de Il'inhibition de la corrosion. Cependant, avant de lancer le test

¢lectrochimique, nous devons d'abord exécuter I'OCP.

1\VV-2-1. Mesure de I'OCP

Avant de lancer le test ¢lectrochimique, 1'échantillon d'acier doux a été immergé
dans la solution pendant 1800 s afin d'établir un état stable (Figure 1V-1). Nous
remarquons que le potentiel du HCI 1 M vierge et de la concentration optimale se trouve
entre -400 mV et -600 mV. IIs varient lentement pendant les premiéres secondes, puis ils
deviennent stables. Par conséquent, les prochains résultats, qui seront obtenus par PDP

et EIS, seront fiables et basés sur de bonnes conditions de mesure.
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Figure IV- 1: OCP de I'électrode de travail en acier doux dans 1 M HCl a 298 K sans inhibiteur et avec la concentration
optimale.

IV-2-2. Etude de polarisation potentiodynamique

Les outils de polarisation potentiodynamique, ont également été utilisés pour
trouver une corrélation entre les résultats obtenus de 1'efficacité. Nous avons étudié deux
réactions cinétiques cruciales ; la cathodique et aussi 'anodique. Ces réactions ont eu lieu
sur notre acier doux, 1'¢lectrode de travail. La solution contenant le milieu agressif étudié,
l'acide chlorhydrique. Il était nécessaire de faire les deux états, avec la présence de HE
ou PMF et sans, afin de faire une bonne étude. Les courbes de polarisation sont
enregistrées dans la Figure 1V-2 ci-dessous, et les paramétres sont racontés dans le
Tableau V-2 ; représentant, le potentiel de corrosion, abrégé en Ecorr et la densité de
courant de corrosion, abrégée en icorr €t les pentes de Tafel, abrégées en deux paramétres,
Bc et Pa, ces parameétres électrochimiques ont été extraits par extrapolation a la fois, les
courbes de Tafel anodiques et cathodiques. Les parties de Tafel cathodique et anodique

ont été allégées. La dissolution du matériau a été controlée et suivie.
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Figure IV- 2: Courbes PPD de HE et PMF en utilisant différentes concentrations.

Les processus de réaction cathodique et anodique, qui sont responsables
respectivement du dégagement et de la dissolution de I'hydrogene, ont été controlés par
I'ajout de Il'inhibiteur Citrus reticulata [268]. L'étude rapportée par Bensouda et al
[269]représente une valeur de 2.5 g/ d’HE pour obtenir 75.6% d'atténuation du
phénomene de corrosion. De l'autre c6té, HE de notre variété de Citrus reticulata, nous
a donné une grande efficacité avec une faible concentration représentant seulement 900

ppm, ce qui est probablement 0,9 g/L. Et juste 200 ppm de PMFs pour atteindre 93.6%.

Tableau IV- 2: Paramétres de la méthode de polarisation potentiodynamique

Huile essentielle

Conc. 'Ecorr icorr 'ﬂc ,Ba |EPPD

(ppm) (mV/SCE) (LA cm™) (mV dec™?) (mV dec™?) %
000 430.3 724 194 133 ---
900 446.5 70 81 61 90.3
600 469.2 133 65 41 81.6
300 477.6 163 54 51 77.5
100 484.2 387 107 81 46.5

Polymethoxyflavones

000 502.4 717.0 292.0 202.8 ---
200 496.4 45.6 137.2 57.9 93.6
150 495.9 98.9 186.9 79.9 86.3
100 496.4 161.7 252.8 102.5 77.4
050 507.8 291.2 314.5 170.0 59.4
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La densité de courant de corrosion diminue avec l'augmentation de la
concentration de Citrus reticulata. Le blanc représente une valeur de 724 pA cm, alors
qu'aprés I'ajout de 900 ppm d’HE, la valeur descend a 70 pA cm™. Similairement au
PMFs, le blanc représente une valeur de 717 pA cm?, alors qu'aprés I'ajout de 200 ppm
de PMFs, la valeur descend & 45 pA cm™. La diminution de la densité de courant est
proportionnelle a la diminution de la vitesse de corrosion de I'acier doux. La variation de
I'Ecorr €n fonction de la concentration de Citrus reticulata n'est pas significative et
inférieure a 54 mV/ECS, ce qui indique que les HEs de Citrus reticulata agissent comme
un type mixte et que le mécanisme de ce processus n'a pas été modifié¢ [270]. En outre,
la densité de courant a été réduite pour les deux branches de Tafel cathodiques et
anodiques dans la solution inhibée, ce qui indique que l'effet inhibiteur de Citrus
reticulata sur la surface de l'acier s'est manifesté par le blocage des sites actifs sans

modifier le mécanisme de réaction anodique et cathodique, et en formant ainsi un film

protecteur [271,272].

IV-2-3. Mesures de spectroscopie d'impédance électrochimique

La figure 1V-3 ci-dessous, représente les résultats de la SIE dans différentes
concentrations de Citrus reticulata, et le tableau 1V-3 ci-dessous représente les
parameétres de constatation. Les mesures ont été guidées soigneusement dans des
conditions de parametres potentiostatiques avec l'intervention de plusieurs
concentrations d’HE et de PMFs et en 1'absence de cet inhibiteur. Nous avons exploité
les deux types de tracés, Nyquist et Bode, afin de fournir plus d'informations sur le test
effectué par 'outil de spectroscopie d'impédance électrochimique. Dans les diagrammes
de Bode, décrits dans la figure ci-dessous, la magnitude de la limite de fréquence la plus
élevée correspond a la résistance de la solution Rs (Q cm?), tandis que la limite de
fréquence minimale correspond a (Rct+Rs). La fréquence inférieure décrit le processus de
transfert de charge (oxydation du métal et réduction des ions hydrogene)[273]. Les
parametres nécessaires de la corrosion concernant la maniere d'impédance sont résumés

dans le tableau 1VV-3 ci-dessous.
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Figure IV- 3: Courbes de Nyquist de MS avec et sans la présence de différentes concentrations de Citrus reticulata.
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Figure IV- 4: Courbes de Bode et phase de MS avec et sans la présence de différentes concentrations de citrus reticulata.

Dans toutes les expériences libérées concernant chaque concentration, nous
observons une seule boucle capacitive déprimée. Par conséquent, il n'y a qu'un seul
phénoméne obtenu. Et ce phénomene, qui est la forme déprimée des tracés, a
probablement une relation avec la présence d'inhomogénéité ou due a la micro-rugosité

de la surface de l'acier doux produite pendant le processus de corrosion[274]. Nous
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pourrions interpréter profondément les boucles capacitives obtenues avec deux processus
principaux : le transfert de charge et la constitution de la double couche. En effet, en
ajoutant la quantité de citrus a l'acide chlorhydrique, la concentration d'inhibiteur
augmente, les tracés de Nyquist deviennent plus grands par rapport a I'acide
chlorhydrique sans inhibiteur. Le circuit équivalent correspondant probablement a notre
systéme est montré dans la Figure V- 5, il est composé de la résistance de solution Rs en
série avec un petit circuit composé de la résistance de polarisation Ry en paralléle avec
un CPE constant (élément de phase constant). La résistance de polarisation Ry est la
somme de la résistance de transfert de charge (Ret) et de la résistance du film d'inhibiteur
(Rf) (Rp = Ret + Ry) [275]. La constante CPE est un parameétre d'ajustement, qui tient
compte de la nature aplatie des courbes de Nyquist et 1'impédance correspondante a la

CPE est calculée a partir de cette équation[276]:

Zepe =Q M (ix@) ™" (Eq. IV-1)

Ou (Q,m,i, n) sont la constante CPE, la fréquence angulaire avec w = 2axf, le
nombre imaginaire avec i = 1 et n est un exposant. Les valeurs de l'indice n sont
significatives et peuvent servir d'indicateur des composants qui définissent le circuit
équivalent. Les valeurs possibles de n sont 1, 0,5, 0 ou 1, correspondant respectivement
a une capacité, une impédance de Warburg, une résistance ou une inductance [277]. Un
autre parametre important dans la caractérisation de la double couche par la technique

EIS est la capacité Cqi, qui peut étre déterminée par I'équation déduite suivante[278]:

Rs CPE
NN >
Rp

Figure IV- 6: Modele de circuit équivalent essayé au cours de cette étude pour s'adapter a l'interface métal/solution

y RS Rp (1-n)/n
Cy=Q""| =2 (Eq. IV-2)

R,+R,
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Tableau IV- 3 : Paramétres de la méthode de spectroscopie d'impédance électrochimique.

Huile Essentielle

Conc. Rs Rp Q n Cal Ve IEZ
(ppm) (Q cm?) (Qcm?)  (uF s™cm?) (uF cm™) %

000 0.56+0.03 20.3+0.4 455.7£3.2  0.8668+0.0050 127.3 0.0084

900 2.99+0.01 194.3+1.8 118.6+1.2  0.8122+0.0040 18.8 0.0043 89.6

600 1.48+0.02 102.9+1.3 209.8+1.8  0.8052+0.0030 29.6 0.0041 80.3

300 1.26+0.01 87.4+0.8 219.8+2.0  0.8145+0.0080 33.9 0.0082 76.8

100 1.13+0.03 37.4+0.3 314.5+2.8  0.8130+0.0050 50.3 0.0062 45.8

Polyméthoxyflavones
0 1.459 101.6 437.65 0.7803 123.9 0.0087  ---
50 2.402 223.8 355.02 0.7633 89.43 0.0046 54.60
100 3.206 546.3 289.17 0.7702 75.8 0.0089 81.40
150 3.602 869.6 168.33 0.8236 66.32 0.0043 88.31
200 5.095 1290.0 135.93 0.8367 48.65 0.0078 92.12

De plus, la précision des mesures SIE a été prouvée en utilisant I'ajustement des
résultats expérimentaux et des lignes d'ajustement comme le montre le tableau 1V-3. Ceci
a été confirmé par les faibles valeurs du chi carré (), ce qui suggere que le circuit qui a
été présenté pourrait étre validé. En général, plus la valeur du §* est petite, plus les
données sont en accord avec les données expérimentales[279]. Ces résultats suggérent
que I'huile essentielle de Citrus reticulata a été adsorbée a la surface de I'acier et que les
sites actifs qui sont probablement responsables de la dissolution du métal ont été bloqués.
L'augmentation de la valeur de Ry refléte que l'inhibiteur a une bonne performance
inhibitrice, ce qui pourrait faire référence a la grande surface qui a été couverte et a la

protection efficace de I'échantillon d'acier contre la dissolution.

Comme le paramétre Rp augmente, la valeur du parameétre Cqi diminue (Tableau
IV-3), et cette évolution est inversement proportionnelle a la concentration de
l'inhibiteur, et a atteint la valeur de 18.8 pF/cm? a la concentration de 900 ppm pour
I’huile essentielle. Ceci pourrait faire référence a la diminution de la constante
di¢lectrique qui a été causée par les molécules d'eau pré-adsorbées qui ont été

remplacées[280]. La diminution de la capacité de la double couche Cal est accompagnée
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d'une diminution de la constante di¢lectrique Q. Cela indique que le processus de

corrosion n'a pas changé et qu'un film protecteur d'inhibiteur peut étre formé a la surface

de matériau par un phénomeéne d'adsorption [281].

IV-3. E

ffet de la température

La température joue un role important dans la modification de l'interaction qui

s'est produite entre la surface du matériau (acier doux) et I'environnement agressif choisi

(acide chlorhydrique). Le changement de température peut entrainer un changement

radical de la force de l'inhibiteur. Pour cette raison, nous avons décidé d'obtenir plus

d'informations de notre étude a la fois dans les paramétres cinétiques et les parametres

thermodynamiques standard du processus de corrosion de MS dans la solution d'essai.

Nous avons évalu¢ l'effet de la température a travers la procédure de polarisation

potentiodynamique basée sur les tracés des courbes de Tafel a différentes températures

(Figure 1V-7), a savoir 298 K, 308 K, 318 K et 328 K avec la concentration optimale

d'inhibiteur.
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Figure IV- 7: Tracés de polarisation de |'acier doux dans 1 M HCl avec et sans citrus reticulata a différentes températures.

En augmentant la température de 298 a 328 K, la densité de courant s'adapte
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proportionnellement a la température et augmente également. Par conséquent, 1'efficacité

de I'inhibiteur est diminuée. L'effet de la température affaiblit les liens forts établis entre

I'inhibiteur Citrus reticulata et la surface de I'acier doux, alors le film protecteur devient

plus mou et plus facile a briser[282]. L'efficacit¢ de Il'inhibition diminue avec

l'augmentation de la température, cela peut étre di a l'augmentation de la vitesse du

processus de dissolution de l'acier doux et également a une désorption partielle de

l'inhibiteur sélectionné de la surface du métal avec la température[283]. Le tableau 1V-4

résume les principaux parameétres requis a partir des courbes de la figure 1V-7.

Tableau IV- 4: Paramétres de polarisation pour l'acier doux dans 1 M HCl avec citrus reticulata a différentes températures.

Huile Essentielle

T (K) Mllleu _ECOI‘I’ iCOI’I‘ _ﬁC ﬁa IEPDP
(mV/SCE)  (nA cm?) (mVdec?) (mVdec?) %

298 HE 446.5 70 81.0 61.1 90.3
Blanc 430.3 724 194.1 132.9 ---

308 HE 469.9 153 94.1 38.0 78.9
Blanc 424.8 1048 257.8 144.7 ---

318 HE 472.8 251 102.1 46.9 65.3
Blanc 428.3 1438 298.5 181.3 ---

328 HE 62.0 401 157.0 55.5 44.6
Blanc 499.9 3041 234.8 197.0 ---

Polyméthoxyflavones

298 PMFs 496.4 45.6 137.2 57.9 93.63
Blanc 502.5 717.1 292.0 202.8 ---

308 PMFs 500.1 126.4 258.5 102.9 82.4
Blanc 494.6 819.5 169.5 135.0 ---

318 PMFs 495.7 177.7 274.7 128.5 75.2
Blanc 499.9 932.1 176.3 133.3 ---

328 PMFs a477.7 303.2 371.7 177.9 57.7
Blanc 513.4 1006.1 162.5 122.4 ---

Nous remarquons qu'en augmentant le niveau de température de 298 K a 328 K,

le potentiel d'efficacité de l'inhibiteur devient plus faible et la double couche établie

devient également trés facile a détruire. Les paramétres d'activation cinétique, seront
b

calculés apres les tracés d'Arrhenius de MS [284].
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Isotherme d*adsorption et paramétres thermodynamiques

Les paramétres d'activation pour la procédure de corrosion seront extraits du tracé

de type Arrhenius selon I'équation suivante (11) :

i, = kexp ( 5, ] (Eq. IV-3)
RT

Avec Ea, représentant I'énergie de corrosion d'activation apparente et R
représentant la constante universelle des gaz puis k représentant la constante pré-
exponentielle d'Arrhenius. Plusieurs modéles d'adsorption seront essayés afin de
déterminer celui qui résonne et s'adapte a notre étude. Les tracés d'Arrhenius concernant
la densité de corrosion de I'échantillon d'acier doux sélectionné pour l'inhibiteur essayé
de I'huile essentielle de Citrus reticulata sont représentés dans la Figure 1V-8 et la Figure

V-9 ci-dessous.
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Figure IV- 8: Graphiques d'Arrhenius de MS dans 1 M HCl avec et sans HE
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Figure IV- 9: Transition des tracés d'Arrhenius de MS dans 1M HCl avec et sans PMFs

149



Chapitre IV Application dans le domaine de la corrosion

Le calcul des valeurs nécessaires, telles que I'énergie d'activation du processus de
corrosion pour notre matériau d'acier doux dans 1M d'acide chlorhydrique, avec
I'intervention de Citrus reticulata a la concentration hautement efficace de 900 ppm et
sans citrus, a été déterminé selon les informations extraites de 1'ajustement linéaire des
résultats obtenus, telles que la pente et l'intercept. Les valeurs trouvées sont résumées

dans le tableau IV-5 ci-dessous. Nous devrons déterminer les autres paramétres AH, et
ASs, et pour cela nous devrons tracer les In (i, /T) = f(1000/T) (Figure IV- 8 et Figure
IV-9).

L'équation d'Arrhenius peut étre donnée avec une alternative pour déterminer les

autres parametres d'activation :

i —ﬂexp(ASajexp(_AHaj Eq. IV-4
corr Nh R RT ( Q. )

Avec icorr représentant la vitesse de corrosion, A représentant le facteur pré-
exponentiel, et h est connu comme la constante de Planck, N représentant le nombre
d'Avogadro, R représentant la constante du gaz universel, et les deux derniers parameétres
AHa et ASa décrivant l'enthalpie et 1'entropie d'activation respectivement. Il a été soutenu
dans la littérature, que si l'efficacité de l'inhibition diminue avec l'augmentation du
parametre de température et la valeur du pré-exponentiel augmente dans I'existence de
I'inhibiteur quand il est lié a la solution d'examen, cela peut étre décrit par le phénomeéne

d'adsorption physique [285].

Tableau IV- 5: Les valeurs des parametres d'activation pour MS dans 1 M HCl avec et sans présence de 900 ppm de citrus

reticulata
MI|IEU Ea AHa ‘ASa
(kJ/mol) (kJ/mol) (J mol* K1
Blanc 36.97 34.23 133.45
Huile Essentielle 46.12 43.71 119.66
Blanc 9.31 6.73 167.61
PMFs 49.14 46.56 55.70

Le paramétre essentiel de 1'énergie d'activation de la procédure de corrosion passe
d'une valeur de 36,97 a une valeur élevée de 46,12 kJ mol™. Nous pouvons comprendre
de la modification précédente, que cette augmentation des deux parametres, 1'énergie

d'activation et I'¢lément de la densit¢ de courant pourrait étre interprétée par le
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phénomene de dissolution du matériau de 1'acier doux dans le milieu agressif de 1'acide
chlorhydrique. En outre, cette dissolution de notre spécimen dans 1 M HCI en présence
d'inhibiteur est plus faible lorsque l'inhibiteur Citrus reticulata est présent dans la
solution, en revanche, elle devient catastrophique avec I'existence du seul milieu agressif
de HCIL. 11 a été décrit que, si 1'énergie d'activation est plus élevée lorsque I'inhibiteur est
inséré dans la solution contenant I'acier doux, cela signifie que nous sommes face a un
phénomeéne de physisorption. Il est nécessaire d'admettre que le mécanisme d'inhibition
a la surface de 1'acier se produit par lI'adsorption[286]. Ce phénoméne est la premicre
¢tape de ce processus. Il se produit entre la solution contenant a la fois, le milieu agressif
qui est le HCI 1 M et I'huile essentielle de Citrus reticulata qui est I'agent réducteur. Et
le métal, qui est l'acier doux dans notre cas d'é¢tude. Le phénoméne d'adsorption dépend
de la composition de I'échantillon ; les molécules constituant le mélange d'huile
essentielle de Citrus reticulata, ensuite, la température qui est également prise en
considération, et enfin le potentiel électrochimique a l'interface entre I'acier doux et la
solution. Notre échantillon est constitué de molécules organiques et notamment, avec une
part importante de d-limonéne représentant 82%. Par conséquent, nous allons le
considérer comme l'inhibiteur pur étudié et le responsable. En effet, 1'eau représentée par
deux atomes d'hydrogéne et un d'oxygéne, a pu €tre adsorbée a l'interface entre l'acier
doux et la solution étudiée. Nous pouvons considérer que ce phénomene d'adsorption du

d-limoneéne de la solution aqueuse peut étre estimé et interprété comme un processus de
quasi-substitution entre le d-limonéne dans la solution aqueuse[Org(sol)] et[H,O(ads)]

qui est des molécules d'eau a la surface de 1'électrode.[287]

Org(sol) +nH,O(ads) «» Org(ads) +nH,O(sol) (1)

Avec le coefficient n, représentant le rapport de taille, qui est le nombre de
molécules HoO remplacées par le d-limonéne. D'autres données et informations
concernant l'interaction entre notre inhibiteur écologique et I'échantillon peuvent étre
fournies et obtenues par l'isotherme d'adsorption. L'obtention de 1'isotherme, nécessite
l'existence d'une relation linéaire entre le paramétre 0, qui représente le degré de
couverture de la surface et C, qui correspond a la concentration de l'inhibiteur. Les
isothermes de Langmuir, Frumkin et Temkin ont ét€ essayés en ajustant les valeurs de 6.

Et finalement, I'ajustement le plus précis a été celui de l'isotherme de Langmuir. En fait,
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ce mod¢le a été étudié pour un grand nombre d'inhibiteurs [288,289]. Dans le but de
fournir des informations précieuses sur le phénoméne d'adsorption des différents
constituants de I'huile essentielle de citrus reticulata. Nous avons utilisé les isothermes
du processus d'adsorption. Le modele de Langmuir est trés populaire et largement connu
comme ¢€tant le plus appropri€. Il peut étre représenté par :

C 1

—h-—+C Eq. IV-5
0 K inh ( q )

ads

Ou la concentration de 1'échantillon essayé est abrégée par C.n ., I'équilibre du

processus d'adsorption est abrégé par la constante K, .

Le modele précédent d'isotherme d'adsorption semble d'un grand intérét, et il peut
fournir des informations plus fondamentales et précieuses sur le type d'interaction entre
le spécimen sélectionné de la surface d'acier doux (adsorbant) et les constituants actifs
de I'huile essentielle (adsorbat). De plus, de multiples paramétres et facteurs sont pris en
compte : la nature du métal étudié, le type de molécules inhibitrices (structure
¢lectronique), la température de I'environnement, la concentration sélectionnée d'huile
essentielle de Citrus reticulata, et d'autres paramétres...C et 0 ont déja été mentionnés
précédemment, K représentant la constante de la désorption et de I'adsorption. La figure

IV-9 ci-dessus, démontre la concentration de I’inhibiteur sur le degré de couverture de la
surface en fonction de la concentration de I'inhibiteur (C, /6)=f(C.,.) . La forme linéaire a

été trouvée pour le composé principal, le d-limonéne. La fiabilité de I'approche utilisée a
été approuvée par une valeur de R? représentée dans le tableau IV-6 ci-dessous, qui

indique une corrélation forte et valide.
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Figure IV- 10 : Graphiques d'adsorption de Langmuir de I'HE sur la surface de MS dans une solution de HClI 1 M a 298 K.
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Figure IV- 11: Graphiques d'adsorption de PMFs sur la surface de MS dans une solution de HCl 1 M & 298 K.

Tableau IV- 6: Parametres thermodynamiques pour la corrosion de I'acier doux/1 M HCI.

Pente Kags (L/9) R?
Citrus reticulata 0.9986 9.1717 0.9945

Les valeurs des paramétres thermodynamiques concernant le modéle de Langmuir
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de HE suivi sont présentées dans le tableau V-6 ci-dessus. Nous constatons une
adsorption spontanée des composés des huiles essentielles et en particulier du d-limonéne
sur la surface de notre échantillon, 1'acier doux. Cette adsorption est accompagnée d'une
interaction intéressante et remarquable qui s'est produite entre les molécules responsables

de l'atténuation du phénomene de corrosion et la surface de notre spécimen. De plus, la

constante de Kags nous a permis de calculer 1'énergie libre d'adsorption AG;S selon cette

équation thermodynamique :

AGy, =-RTIn(Cy o xKey) (Eq. IV-6)

ads —

Ou Ch2o, T et R sont respectivement la concentration d'eau pure dans la solution
(CH2o0 = 1000 g/L), la température (K) et la constante universelle des gaz. Cependant, le
poids moléculaire de I'huile essentielle de Citrus reticulata n'est pas reconnu, et donc sa

détermination n'est pas permise, comme cela a été souligné, dans des travaux antérieurs

similaires [290-292].

1\VV-4. Caractérisation et étude de surface

Dans notre étude, nous avons évalué une variété de techniques, pour donner des
informations multiples et des résultats fiables sur l'attaque corrosive, causée par le milieu
agressif. Nous avons l'intention d'utiliser I'analyse morphologique et chimique des

surfaces dans cette derniere partie.

IV-4-1. Spectroscopie ultra-violet (UV) :

Nous avons soumis la technique UV-Vis en premier lieu, pour analyser les
traitements de surface par I'huile essentielle de Citrus reticulata comme inhibiteur. Dans
notre cas, les bandes de lumi¢re UV obtenues nous permettent de reconnaitre une
différence d'absorbance entre l'intervention de l'acier doux dans l'inhibiteur et sans
I'intervention de l'acier doux avec l'inhibiteur. Dans la Figure IV-13 ci-dessous, la
longueur de la bande d'absorbance de l'inhibiteur avec I'immersion de I'acier doux est
inférieure en comparaison avec la longueur de la bande d'absorbance de 1'immersion de
I'acier doux dans le Citrus reticulata. La différence d'absorbance est due a l'existence
d'une interaction entre l'inhibiteur et la surface de 1'échantillon sélectionné. Et, comme il

a été soutenu dans la littérature, lorsque la valeur du pic d'absorbance le plus élevé et la
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position du sommet se modifient dans le spectre UV-visible, cela est signifié et décrit par

la production d'un composé complexe entre les deux éléments dans la solution [293,294].

4 ——HE + IM HCI 4
—— HE+ 1M HCI + Acier doux

——PMFs + 1M HCI
——PMFs + 1M HCIl +Acier

Huile Essentielle

w
L
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T

Absorbance
Absorbance (a.u.)
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Figure IV- 12: Spectres UV avec et sans l'intervention de citrus reticulata dans une solution contenant de I'acier doux.

IV-4-2. Microscopie Electronique a Balayage (MEB/EDS)

L'analyse de la morphologie de la surface des métaux par la technique du
microscope ¢lectronique a balayage est considérée comme étant devenue un outil
nécessaire pour étudier la morphologie de 1'acier doux corrodé et également des métaux
non corrodés[295] . Dans ce contexte, le MEB a été utilisé avec l'aide du détecteur EDS,
afin de donner a la fois des images micrographiques et des informations sur les ¢léments
de la surface. Nous avons étudi¢ la morphologie afin d'apporter des informations utiles
et précises. Des raids agressifs seront décrits sur 1'ébauche, 1'échantillon d'acier doux
apres 24 heures d'immersion comme il est recommandé dans une solution de HCl1 1 M
non inhibée (Figure 1V-14). L'image MEB obtenue de la surface de I'acier doux sans
I'insertion d'inhibiteur (Figure 1\VV-14a), montre des produits de corrosion maximaux et
énormes décrivant une surface rugueuse et une corrosion uniforme caractéristique de
I'acier doux dans I'acide chlorhydrique que I'essai suivant avec l'insertion de I’inhibiteur
(Figure 1V-14b). L'atténuation et la réduction des produits de corrosion obtenues avec
l'inhibiteur dépeignent une surface lisse et douce avec moins de produits de corrosion.
Par conséquent, cela dépeint et représente une bonne action inhibitrice et une propriété
anticorrosion vis-a-vis de l'insertion des ¢léments induisant la corrosion sur la surface.
L'analyse morphologique a été renforcée par 1'outil suivant, utilisant 1'EDS comme
extinction pour reconnaitre et identifier les éléments sur la surface (Figure I1V-15). Avec

I'existence de Citrus reticulata en solution, une amélioration considérable de la
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morphologie de la surface de l'acier doux a été soulignée. Certes, une forme relativement
homogeéne de la surface dans l'inexistence d'agrégats de sortie de corrosion est

¢videmment soulignée. Cette remarque est probablement due a la production d'un grand

film protecteur de Citrus reticulata sur la surface de I'acier doux[296] .

L 4

[o% N L 2 1

SED 20.0kVWD9mm P.C.50 x5,000 Spm b =—pe—— SED 20.0kV WD10mmP.C.50 x2,500 10pm
Faculty of Sciences Rabat Faculty of Sciences Rabat

Sans HE Avec HE

SED 20.0kV WD10mmP.C.30 x5,000
Faculty of Sciences Rabat

SED 20.0kV WD10mmP.C.30 x5,000
Faculty of Sciences Rabat

Sans PMFs Avec PMFs

Figure IV- 13: (a) Sans la présence de I'inhibiteur Citrus reticulata et (b) Avec la présence de l'inhibiteur Citrus reticulata.

A cet égard, un outil typique, la méthode de microscopie électronique, a été
expérimentée afin de localiser les différents éléments présents sur la surface de l'acier

doux.
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Figure IV- 14: a) Résultats EDS sans la présence de citrus reticulata et (b) Résultats EDS avec la présence de Citrus reticulata.
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Avec la présence de Citrus reticulata (Figure 1V-15b), démontre 1'apparition de
deux nouveaux pics, un de l'azote et l'autre est du soufre. De plus, lI'analyse de la
composition massique révele la diminution des atomes d'oxygene et de chlore apres
I'ajout de Citrus reticulata, et ces éléments sont responsables du phénoméne de corrosion.
Alors qu'une augmentation du carbone est observée. La quantité de Fe avec l'intervention
de Citrus reticulata augmente, en conséquence, c'est une raison de la protection du fer.
L'image représentée décrit que les constituants actifs de I'huile essentielle de Citrus
reticulata possédent un effet significatif sur le processus de corrosion de la zone de
I'électrode de travail, par la production d'un film protecteur a l'interface entre le métal et
I'¢lectrolyte[297] . En conclusion et en complément de toute cette partie expérimentale,
il est nécessaire de mentionner qu'en termes d'analyse colt-bénéfice, I'inhibiteur étudié a
été préparé sans utiliser de solvants coliteux ou toute autre étape de colit supplémentaire,
I'huile essentielle ne nécessite que de 1'eau distillée disponible et un chauffage pendant
4h. La combinaison de 1'étude théorique avec 1'étude expérimentale[298] pour évaluer
l'efficacité d'un inhibiteur donne plus de détails sur le processus du phénomene. Ainsi, il
peut étre mieux décrit. Dans la prochaine étude, nous allons utiliser les caractéristiques

DFT et MDR pour faire un examen théorique.

IV-5. Approche de la théorie fonctionnelle de la densité pour HE

La réactivité de notre inhibiteur organique €tudi¢ qui se comporte avec une
activité d'anticorrosion d'un support spécimen a été évaluée théoriquement en utilisant la
méthode de DFT[295] . La figure IV-16, montre le squelette de la structure aprés
optimisation et les distributions de densité électronique HOMO et LUMO sur le d-
limonéne, la structure du composé principal. Elle souligne que la stabilité de la géométrie
dans l'espace est assurée avec des fréquences positives. L'ensemble du squelette du
compos¢ amélioré était occupé par la distribution des deux niveaux HOMO et LUMO.
Cette caractéristique citée accentue le fait que cet élément est hautement réactif devant
la surface du fer. Par conséquent, une bonne protection avant la solution contenant des

ions corrosifs sera faite.
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Structure optimisée HOMO LUMO
Y ;* ¥ . )

Figure IV- 15: Structure optimisée et distributions de densité électronique FMO.

Ci-dessous, dans le tableau IV-7, la réactivité globale avec une description
complete. Les deux énergies, EHomo et ELumo, déterminent la capacité de donner et de
retenir les électrons avec la surface de 1'échantillon[296] . Une réactivité chimique
significative a été soulignée et extraite des valeurs importantes mentionnées de Enomo
autour de -6.166 eV et de la valeur plancher de 1'énergie ELumo autour de 0.812 eV. Ainsi,
une valeur plancher de AEgsp entourant 6.978 eV soutient la réactivité[297] . Nous
approuvons le paragraphe mentionné, par d'autres descripteurs, qui sont, la dureté (n) et
I'¢lectronégativité (y) dans lequel une réactivité chimique significative a été admise par
la valeur plancher de ces deux descripteurs entourant 1 =3.489 eV et y=2.677 eV [298] .
Un autre parametre, qui est la capacité de donneur de I'électron a été souligné par AN110
[299] . Dans le tableau suivant, nous admettons que le d-limonéne, qui est le composé

majeur évalué est capable de céder ses €lectrons.

Tableau IV- 7: Parameétres de réactivité chimique décrivant le systéme électronique du D-limonéne.

. Enomo ELumo AEqgap y4 n n
Descripteurs (eV) (eV) (&V) (eV) (&V) AN110 (D)
d-Limonéne -6.166 0.812 6.978 2.677 3.489 0.307 0.458

Il est nécessaire de souligner que la majorité des sites actifs de notre inhibiteur, le
d-limonéne, dépend de la réactivité de la molécule inhibitrice et également de la vitesse
de récupération de I'échantillon avant le phénomene de corrosion [300] . Deux méthodes
sont utilisées pour réaliser cette tache, le potentiel électrostatique moléculaire, en abrégé
MEP et les indices de Fukui, en abrégé FI [301] . Dans la figure 1\VV-17, il semble que la
distribution de la topographie des deux, MEB et FI sur la molécule étudiée d-limonéne
soit évidente. Comme vous pouvez probablement le constater, dans la figure ci-dessous,
le centre du donneur d'¢lectrons (f (-)) est représenté par la couleur rouge, et les sites de
l'accepteur d'électrons (f (+)) sont représentés par la couleur bleue. De plus, dans le

tableau ci-dessous, les atomes C1, C4, C5 et C6 représentés par la couleur rouge ont un
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potentiel pour donner leurs électrons a la surface du fer et en particulier aux sites vacants.

Inversement, les atomes qui sont capables de retenir et de prendre des électrons sont C18

et C19. Ils peuvent accepter des électrons pour renforcer le phénomeéne d'adsorption du

d-limonéne sur le substrat.

Figure IV- 16: Fonctions de Fukui (a) et répartitions MEP (b) sur la structure du d-limonéne.

Tableau IV- 8: Sites d'indices de Fukui de d-limonéne.

Atomes f(-) f(+)

C(1) 0.047 0.019
C(®? 0.004 0.019
C@3 0.008 0.006
C4) 0.042 0.010
C (5) 0.172 0.024
C (6) 0.210 0.027
C (14 0.041 0.008
C (18) 0.003 0.157
C (19 0.016 0.228
C(22) 0.003 0.038

Réactivité de la dynamique moléculaire (MDR)

Dans le but d'obtenir une bonne et stable adsorption, nous avons essay¢ la

dynamique moléculaire de réactivité, abrégée MDR pour déterminer l'interaction du

systétme nommé Einteraction €t la liaison nommée Ebinding @ la surface du fer (110) / d-

limonéne. Dans la figure ci-dessous, Figure 1V-18, nous démontrons la configuration de

I'adsorption du d-limonéne. Suite a l'analyse visuelle, nous observons que la molécule

que nous avons simulée fait une adsorption d'elle-méme sur tout son squelette dans le but

de couvrir une énorme partie du fer. Une bonne atténuation a l'acier doux a été menée

par le d-limonéne, provenant du comportement d'adsorption [302]. Les valeurs

déterminées de Einteraction €t Ebinding €taient respectivement -728.92 et 728.92 kJ mol-1.

Une adsorption forte et massive de d-limonéne a été approuvée par la valeur de Einteraction
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qui se manifeste avec une négativité et la valeur de Epinding QUi S manifeste avec une
positivité [303]. Une bonne et meilleure protection du matériau choisi, 1'acier doux
devant le milieu corrosif a été confirmée par I'inhibiteur choisi, le d-limonéne, avec les

avantages d'avoir plusieurs sites actifs.

Figure IV- 17: Aspects de I'adsorption du d-Limonéne sur le fer atomique.

Un outil supplémentaire a été essayé, nommeé la fonction de distribution radiale,
abrégée, RDF. L'objectif principal est de déterminer les distances des liaisons entre
I'inhibiteur, qui est le d-limonéne, et les atomes de Fe réunis dans la premiére couche (Fe
(1 1 0))[304]. Comme il est rapporté dans la littérature, si le premier pic provenant de
l'interaction des éléments Q avec les éléments N décrits dans la représentation graphique
de gQN (r) en fonction de la distance r est trouvé entre les rangs 1 et 3,5 A, il est
généralement supposé€ sans aucun doute que la chimisorption est la nature de leur
interaction, d'autre part, s'il existe a une valeur supérieure a 3,5 A, nous parlons ici de
physisorption[305,306] . Comme indiqué dans la figure 1V-19 ci-dessous, nous avons les
résultats de RDF. Il est évident et clair que la figure RDF trouvée concernant l'interaction

se produisant entre le d-limonéne et les atomes de surface de 1'acier doux g(r) Fe (110)-
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d-limonéne, est sortie a 1,75 A. Le phénomeéne de chimisorption de notre inhibiteur
¢écologique d-limonéne sur la surface du fer Fe (1 1 0) soutient la production d'un film et
d'une couche de protection qui se comportent comme une obstruction et éloignent I'acier

doux du phénomene de dégradation et d'endommagement.
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Figure IV- 18: RDF du d-Limonéne sur le fer.

IV-6. Approche de la théorie fonctionnelle de la densité pour PMFs

Simulations DFT pour PMFs

La figure 1V-20 montre la FMO optimisée pour la NOB et le HMF. Il n'y a pas de
changement significatif dans les surfaces HOMO et LUMO entre les deux molécules : la
plupart des orbitales HOMO sont situées sur le cycle aromatique isolé, et moins de
surfaces sont situées sur les cycles fusionnés des molécules. Il convient de décrire
l'influence de I'ajout d'un groupe méthoxy dans le HMF par rapport a la molécule NOB :
cet ajout diminue les surfaces HOMO des anneaux fusionnés dans I'atome C12. Etant
donné que le groupe méthoxy contient une densité d'électrons qui peut activer le cycle
aromatique, I'oxygene diminue cet effet car il est plus électronégatif que le carbone et a
donc tendance a attirer la densité d'électrons vers lui. Les orbitales LUMO n'ont pas
changg car ce sont des orbitales inoccupées. La NOB et le HMF ont plusieurs liaisons
sp?, qui contiennent ces orbitales inoccupées, et I'ajout d'un groupe méthoxy n'apporterait
aucune différence car ce groupe chimique n'a que des liaisons sp?. Cette information est
importante car la densit¢ de LUMO dans les molécules peut révéler une caractéristique
importante pour une molécule d'inhibiteur de corrosion, compte tenu de l'interaction
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métal-ligand. Dans ce contexte, le fait d'avoir autant d'orbitales LUMO que possible est

un résultat positif pour l'inhibition de la corrosion.

HOMO

Heptamethoxyflavone

Nobiletin

Figure IV- 19: Structures optimisées montrant les surfaces HOMO et LUMO des composés d'heptaméthoxyflavone et de
nobiletine.

Les paramétres moléculaires pertinents pour les molécules de NOB et de HMF
qui ont été dérivés des données de calcul sont énumérés dans le tableau 1V-9. Les énergies
HOMO représentent les orbitales les plus occupées dans les molécules et les deux
molécules ont révélé une légere différence (environ 4,5%) dans ’'HOMO, qui peut étre
corrélée avec 1'ajout du groupe méthoxy dans le HMF qui a abaissé I'énergie HOMO de
sa molécule. L'énergie LUMO de la molécule NOB, bien qu'ayant une énergie HOMO
plus élevée que celle de la molécule HMF, n'a pas changé de maniére significative (<
1%), car l'ajout du groupe méthoxy n'a pas modifi¢ de manicre significative la
distribution LUMO de la molécule HMF par rapport a celle de la molécule NOB. Par
conséquent, I'écart énergétique (AE) de la NOB est supérieur a celui de la HMF de 6,6%
(ou 0,264 eV). L'écart énergétique €tant un descripteur moléculaire qui refléte la
réactivité de la molécule, plus ce descripteur est faible, meilleure sera l'interaction de la
molécule (c'est-a-dire de l'inhibiteur) avec la surface de 1'électrode, car le transfert
d'¢lectrons est plus favorable lorsque les orbitales HOMO et LUMO sont proches 1'une

de l'autre en termes d'énergie. A cet égard, des rapports antérieurs, par exemple celui de
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Mendonga et al [307] ont démontré que certains aminoacides tels que la méthionine, la
cystéine et l'arginine agissaient efficacement comme inhibiteurs de corrosion pour le
cuivre et l'acier, tandis que la sérine, la glutamine et I'asparagine présentaient une faible

efficacité anticorrosion pour les mémes surfaces métalliques.

Tableau IV- 9: Paramétres calculés a partir de I'analyse des orbitales frontiéres pour les molécules de nobiletine et

d'heptaméthoxyflavone.
Molécules Enomo (eV) ELumo (eV) AE (eV) AN

Nobiletine -6.187 -1.931 4.256 -0.200
Heptamethoxyflavone -5.904 -1.912 3.992 -0.153

En outre, la corrélation entre I'écart énergétique et l'efficacité de I'inhibition de la
corrosion s'est avérée lin€aire, et un écart énergétique plus élevé a conduit a une efficacité
d'inhibition plus faible. Si 1'on considére 1'écart énergétique du pire inhibiteur pour une
¢lectrode en acier au carbone, AE était d'environ 8,0 eV, ce qui signifie que des écarts
énergétiques plus élevés entraveront le transfert de charge provenant du métal.
Récemment, Diaz-Cardenas et al. ont montré l'efficacité anticorrosion de la chrysine, un
flavonoide similaire, dans de 1'acide sulfurique 0,5 M sur une électrode en acier au
carbone, et 1'écart énergétique calculé a partir d'un niveau de calcul similaire était de 3,12
eV [308]. Si l'on consideére cette comparaison avec d'autres inhibiteurs, les molécules de
NOB et de HMF ont un grand potentiel en tant que molécules anticorrosives. En outre,
le nombre d'électrons transférés (AN) a été calculé et des AN de -0,200 et -0,153 ont été
obtenus pour la NOB et le HMF, respectivement. Selon Lukovits et al[309], les valeurs
AN inférieures a 3,6 suggerent que la molécule d'inhibiteur a tendance a partager sa
densité d'électrons avec la surface de I'électrode. Etant donné que les molécules de NOB
et de HMF ont des orbitales LUMO réparties sur elles, il est raisonnable de proposer une
liaison de coordination entre le métal de 1'électrode et 1'inhibiteur. De la méme maniére
que 1'¢lectrode s'oxyde dans l'environnement corrosif, ces densités de charge sont
absorbées par la molécule d'inhibiteur elle-méme et, par conséquent, cette densité
d'électrons est rétrocédée a I'électrode. Par conséquent, la Synergie microscopique entre
la molécule d'inhibiteur et la surface de I'¢lectrode est vitale pour une inhibition réussie

de la corrosion.

Apercu des mécanismes

Sur la base des tests électrochimiques, de la thermodynamique, des données
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microscopiques et des calculs DFT, un mécanisme d'inhibition de la corrosion est
proposé dans la figure 1V-21. Sans inhibiteur, la surface de l'acier a faible teneur en
carbone est sujette a 1'oxydation, qui est considérablement réduite par I'ajout de PMF qui
forment un film protecteur sur la surface de I'acier. L'inhibition par la formation d'une
barriere physique sur la surface est probablement améliorée par un effet synergique entre
les principaux composés de I'extrait, le HMF et le NOB, et d'autres composants mineurs
de I'extrait. Un effet synergique similaire a été rapporté pour un mélange multicomposant
d'inhibiteurs de polyméres[310]. La nature de ces composés inhibiteurs permet a la fois
la physisorption et la chimisorption, comme l'illustre la figure 1V-21. L'acier subit une
oxydation dans le milieu HCI, ce qui rend sa surface chargée positivement et favorise par
conséquent l'interaction des groupes chargés négativement de I'inhibiteur sur celle-ci.
L'adsorption des molécules de PMF sur la surface de l'acier s'effectue selon trois types
de processus : la chimisorption, la physisorption et la rétrodonation. La chimisorption et
la rétrodonation se produisent via le don d'électrons solitaires des atomes d'oxygene
disponibles ainsi que des électrons © de 1'anneau benzénique et des orbitales d vacantes
des atomes de fer. La physisorption implique l'interaction électrostatique entre les

molécules anticorrosion chargées et les métaux chargés.

= Chemisorption

s Physisorption
i Retrodonation

Figure IV- 20:lllustration schématique du mécanisme d'adsorption proposé pour la molécule de HMF a la surface de I'acier
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Conclusion

Le résidu de Citrus reticulata a été efficacement recyclé pour produire un film
protecteur respectueux de I'environnement contre la corrosion de l'acier a faible teneur
en carbone dans un environnement acide contenant de I'acide chlorhydrique (HCI). Notre
analyse nous a permis d'identifier cinq polyméthoxyflavones (PMF) dans I'extrait de
citrus, en utilisant la chromatographie sur colonne flash, la CLHP préparative, la RMN-
'H, laRMN-3C et la HR-ESI-MS, la nobiletine et I'heptaméthoxyflavone étant les PMFs
clés. Les PMFs ont montré une efficacité d'inhibition remarquable, atteignant 94% a une
concentration de 200 ppm. En outre, notre étude a révélé que les PMFs formaient un film
protecteur sur la surface de l'acier, agissant comme une barriére physique contre les
especes corrosives. Les simulations DFT ont permis de mieux comprendre les
mécanismes d'adsorption et d'inhibition, soulignant I'importance des groupes
fonctionnels spécifiques de la nobiletine et de 'heptaméthoxyflavone pour une protection
efficace contre la corrosion. Cette recherche ouvre des perspectives passionnantes pour
l'utilisation des résidus de citrus comme solution durable pour la prévention de la

corrosion dans diverses applications industrielles.
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Conclusion générale

En conclusion, ce mémoire présente une étude approfondie sur le potentiel pharmaceutique
des métabolites secondaires extraits des déchets de citrus, en se concentrant particulierement
sur la variété de Citrus reticulata provenant de trois régions distinctes, a savoir Berkane,
Marrakech et Agadir. Les résultats obtenus révélent que ces métabolites présentent une
gamme de propriétés prometteuses qui ouvrent la voie a des applications potentielles dans
le domaine pharmaceutique et industriel. Tout d'abord, les composés volatils extraits ont
montré un rendement significatif de 2,13%, avec le limonéne comme compos¢ majoritaire,
représentant 82% de la composition. Les composés non volatils ont ét€¢ obtenus par une série
d'étapes d'extraction, isolation et purification, aboutissant a I'isolement de cinq métabolites
secondaires, dont le NOB et le HEM se sont révélés étre les composés prédominants.
L'activité antioxydante de ces métabolites a été¢ évaluée de maniere approfondie, montrant
une valeur ICso significative de 2,04 mmol, démontrant ainsi leur forte capacité
antioxydante. De plus, ces métabolites ont montré une efficacité antibactérienne en
respectant une concentration minimale inhibitrice (CMI) de 12,5 pg/mL sur quatre souches
bactériennes différentes. Les applications dans la prévention de la corrosion ont également
été étudiées avec des résultats remarquables, montrant une efficacité de 1'ordre de 92% pour
les composés volatils et de 93% pour les composés non volatils. Ces résultats ont été
corroborés par des analyses de surface, notamment la microscopie électronique a balayage
couplée a la spectrométrie de dispersion d'énergiec (MEB-EDS) et la spectrophotométrie
UV-vis. En outre, une ¢tude théorique DFT a été réalisée pour explorer les interactions
possibles entre I’inhibiteur de citrus, le matériau de l'acier doux, et l'environnement corrosif
de l'acide chlorhydrique (HCI), renforcant ainsi la compréhension de ces mécanismes. En
somme, les métabolites secondaires extraits des déchets de citrus démontrent des propriétés
prometteuses en tant qu'agents antioxydants, antibactériens, et anti-corrosion. Ces
découvertes ouvrent de nouvelles perspectives dans les domaines pharmaceutique et
industriel, offrant des opportunités potentielles pour I'utilisation de ces métabolites dans des
applications variées, et contribuant ainsi a une utilisation plus durable des ressources

naturelles.
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