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Résumé

Le présent travail est une etude théorique et expérimentale des propriétés électroniques et
antioxydantes de trois molécules antivitamines K (AVK) a savoir 1’acenocoumarol, le

phenprocoumon et la warfarine en plus de leur noyau de base coumarine.

L’étude théorique a porté sur le calcul des descripteurs BDE, IP, PDE, PA et ETE

caractérisant les trois mécanismes d’action possibles d’un antioxydant
Le test DPPH a été utilisé pour évaluer 1’activité antioxydante expérimentalement.

Les résultats obtenus montrent que la warfarine possede la meilleure activité, comparable
avec le BHT alors que 1’acenocoumarol, le phenprocoumon et le noyau coumarine possedent

un faible potentiel antioxydant.
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Abstract

Herein are a theoretical and experimental study of the electronic and antioxidant properties of
three antivitamin K molecules (AVK), namely acenocoumarol, phenprocoumon and warfarin,
in addition to their basic coumarin.

The theoretical study focused on the calculation of the descriptors BDE, IP, PDE, PA and
ETE characterizing the three possible mechanisms of action of an antioxidant.

The DPPH test was used to test for antioxidant activity.

The results obtained show that warfarin has the best activity, comparable with BHT while
acenocoumarol, phenprocoumon and the coumarin have a low antioxidant potential.
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Introduction générale

Les antivitamines K (AVK) sont des anticoagulants oraux qui visent a fluidifier le sang, ils
sont utilisés dans la prise en charge des phlébites, des embolies pulmonaires ou dans certains

troubles cardiaques [1].

Bien que leur efficacité soit largement reconnue, leur utilisation courante reste encore délicate

du faite des nombreuses interactions médicamenteuses [2].

Dans le but d’apporter plus d’informations sur les propriétés structurelles et électroniques
ainsi que le mode d’action des AVK, nous nous intéressons donc a 1’étude théorique et
expérimentale de ses composés a 1’état fondamental en appliquant la méthode DFT et le test

DPPH pour I’évaluation de I’activité antioxydante.

L’étude portera sur trois composés AVK de type coumarines a savoir 1’acénocoumarol, le

phenprocoumon et la warfarine) en plus de leur noyau de base (coumarine).

Les résultats obtenus permettront de rationaliser et de fournir un apercu de leur potentiel
antioxydant. Ainsi, ’information recueillie peut étre utile pour synthétiser des AVK avec

moins d’effets secondaires.

L’activité antioxydante des AVK sera réalisée par le calcul des descripteurs BDE, IP, PDE,
PA et ETE caractérisant les trois mécanismes d’action possibles des antioxydants a savoir le
transfert d’atome d’hydrogene, le transfert d’¢électron suivis par le départ de proton et le

transfert de proton suivi du départ de 1’électron [3].

Les résultats de calcul seront comparés avec les résultats du test DPPH effectué pour la

coumarine, I’acenocoumarol, le BHT, le BHA et la vitamine C.
Le mémoire est divisé en deux parties :

Une partie bibliographique qui renferme un premier chapitre sur les vitamines K et les
antivitamines K. le deuxiéme chapitre, définit ’activité antioxydante. Dans le troisieme

chapitre, nous présenterons les modéles théoriques et la méthodologie de calcul.

La partie expérimentale est consacré au test DPPH et la a la présentation ainsi que la

discussion des résultats théoriques et expérimentaux obtenus.

En fin, les résultats les plus remarquables et les perspectives qui ressortent de cette

étude seront résumés dans une conclusion générale.
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CHAPITRE 1

VITAMINES K ET ANTIVITAMINES K
(AVK)




1.1 Vitamine K

La vitamine K est une vitamine liposoluble, découverte fortuitement suite a des recherches sur
le cholestérol a la fin des années 1920 par le biochimiste danois Henrick Dam. Il a soumis a
des poussins un régime alimentaire sans matiéres grasses, il constata alors la survenue
d’hémorragies chez ces derniers. Les chercheurs ont conclu qu’il existe une substance
inconnue jusqu’alors, dont 1’absence entraine une tendance aux hémorragies. Ils décident de
lui attribuer le nom de vitamine K, en référence au mot allemand « Koagulation ». C’est en
1936, que cette vitamine a été isolée par Dam et synthétisée par I’américain E. DOISY en
1939. En 1943, cette découverte leurs a valu le prix Nobel partagé de médecine et de

physiologie. [4]

La vitamine K est essentielle pour produire des protéines capables de réguler la coagulation
sanguine, la fixation du calcium par les systemes osseux, la souplesse des artéres et le bon

état des vaisseaux sanguins en général, des tendons, cartilages et autres tissus conjonctifs. [5]

Les carences sont fréquentes, surtout chez le trés jeune enfant. Notre corps a besoin de

vitamine K pour former des caillots en cas de saignement.

Aussi bien la viande que les légumes peuvent contenir de la vitamine K. Les légumes a
feuilles vertes sont les composés qui contiennent les plus grandes concentrations de vitamine
K.

1.1.a Structure de la vitamine K

La vitamine K regroupe une famille de composés liposolubles caractérisés par une structure
naphtoquinone substituée par un groupe méthyle en position 2 et une chaine aliphatique en
position 3 [6] . Les différences entre les composés sont basées sur la longueur et le degré de
saturation de la chaine aliphatique (Figure 1). On distingue notamment :[7]

o La vitamine K1

La vitamine K1 appelée également phytoménadione ou phylloquinone est présente dans les
plantes. Elle représente la source principale de vitamine K alimentaire.

e Lavitamine K2

La vitamine K2 ou ménaquinone est synthétisée par des microorganismes, dont les bactéries
de l’intestin. Les molécules de vitamine K2 sont composées de plusieurs unités prenyl
insaturées en position 3. Le nombre d’unités détermine la nomenclature

de la vitamine K2, ¢’est a dire ménaquinone-n (MK-n), ou n représente le nombre

d’unités prenyl (n=2 a 13). Le soja fermenté est riche en MK-7 et le fromage en MK-4.
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e Lavitamine K3

La vitamine K3 ou ménadione est une forme synthétique de vitamine K.

O‘ Ménadione K3

O‘ N Phylloguinone K1

Ménaquinone-4 de la
famille de K2

Ménaquinone-7 de la
famille de K2

Figure 1 Structures chimiques de la vitamine K1, K2, K3

1.1.b. Propriétés physicochimiques et ADME de vitamine K

Les propriétés physicochimiques d’une molécule ont un effet trés important sur la
pharmacocinétique de cette derniére si elle va étre utilisée comme un médicament.

La pharmacocinétique est I’étude du devenir de médicament dans 1’organisme a savoir
I’ Absorption de la molécule, la Distribution dans 1’organisme, 1’Elimination comprenant la
biotransformation ou Métabolisme et 1I’excrétion (ADME).

La phylloquinone K1 joue le rdle d’accepteur d’électrons dans le photosysteme I des
chloroplastes de sorte qu’elle est présente en grande quantité dans les aliments d’origine
végétale. La phylloquinone est la forme prédominante de vitamine K dans 1’alimentation
humaine. Une étude aux Pays-Bas a d’ailleurs révélé qu’elle constitue environ 90% de
I’apport total de vitamine K[8] .

Les ménaquinones K2 sont presque toutes synthétisées par des bactéries anaérobies. Seule la
MK-4 peut étre synthétisée par 1’organisme suivant la conversion de la phylloquinone ou

I’alkylation de la ménadione [9]. Peu d’aliments sont riches en MK. Le natt, un aliment
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japonais traditionnel fait de féves de soja fermentées par Bacillus natto, est sans doute la
meilleure source alimentaire de MK.

L’étude de la pharmacocinétique de doses pharmacologiques de MK-4 et de phylloguinone
suggerent que 1’absorption intestinale des MK est moindre que celle de la phylloquinone [10].
Cette hypothese est appuyée par les résultats d’une étude métabolique ayant rapporte qu’a
dose équivalente, les MK sous forme de suppléments sont moins bien absorbées que la
phylloquinone chez des jeunes adultes.[11]

La ménadione K3 est un metabolite intermédiaire de la conversion de la phylloquinone en
MK-4. Contrairement a la phylloguinone et aux MK qui sont hydrophobiques, la ménadione
possede la particularité d’étre hydrosoluble [12]. Elle n’est pas présente naturellement dans
I’alimentation mais une forme de synthése demeure disponible.

Toutefois, le supplément de ménadione n’est autorisé que pour usage Vétérinaire seulement.
En effet, a une dose pharmacologique, la ménadione peut causer de 1’anémie hémolytique,
une hyperbilirubinemie chez les nouveau-nés [13].

Transportée au foie par les lipoprotéines riches en triglycérides, elle peut étre soit metabolisée
par glucuroconjugaison, soit stockée, mais de maniere limitée (environ 8 jours). Les
métabolites sont éliminés par les urines et par la bile.[14]

Les propriétés physicochimiques sont calculées en utilisant ADMETIlab 2.0 [15] (disponible
a : https://admetmesh.schdd.com) et sont représentées dans le tableau suivant :

Tableau N1 : Propriétés physicochimiques des vitamines K1, K2 et K3

Log S Log P PM nHA nHD Log D
K1 -5.314 9.42 450.35 2 2 6.109
K2 -4.528 8.45 4443 2 2 5.519
K3 -3.221 2.20 172.05 2 0 1.966

PM : poids moléculaire ; nHA: nombre d’accepteurs de liaisons H; nHD: nombre de donneurs
de liaisons H; logP : log de coefficient de partition; log S : log de solubilité ; log D : log
coefficient de distribution a PH=7.4.

La regle de Lipinski permet de déterminer si un composé chimique ayant de propriétés
médicamenteuses est susceptible d’étre administré par voie orale chez les humains. Selon
cette régle, un composé est capable d’étre administré par voie orale s’il remplit au moins

trois(3) criteres des cing (5) suivantes:




¢ Un poids moléculaire maximum de 500g/mol (PM < 500).

e Un coefficient de partition log P <5.

e Le nombre de donneurs de liaisons hydrogene, atomes d’azote ou oxygeéne avec un ou
plusieurs atomes d’hydrogénes < 5

e Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogene, atome d’azote ou oxygene < 10.

e Log P est égal au logarithme du rapport des concentrations de la substance étudiée dans
I’octanol et dans I’eau.

Le Log P= Log (Coct/Ceau), doit étre compris entre 2 et 5 .Cette valeur permet de déterminer le

caractere hydrophile ou hydrophobe (lipophile) d’une molécule. S’il est positif et trés éleve,

cela exprime le fait que la molécule considérée est bien plus soluble dans I’octanol que dans

I’eau, ce qui refléte son caractére lipophile, et inversement [16].

e Log S doit étre compris entre -4 et 0.5.

e Log D doit étre compris entre 1 et 3.

e Le poids moléculaire (MW) est lié a la taille de la molécule. Lorsque la taille moléculaire
augmente, une cavité plus grande doit étre formée dans 1’eau pour solubiliser le composé.

e Le nombre d’accepteurs de liaison hydrogéne (O et N atomes) et le nombre de donneurs
de liaison hydrogéne (NH et OH) se sont révélés critiques dans un contexte de
développement de médicaments car ils influencent sur I’absorption et la perméabilité.

Les résultats du tableau montre que :

Les formes K1 et K2 sont caractérisés par log P élevée (>3), ces deux formes sont apolaires et

lipophiles (log S <-4). Par contre la forme K3 est soluble dans 1’eau (log S>-4).

K1 et K2 présentent deux violations a la régle de Lipinski par contre K3 vérifie les cing

critéres.

1.1.c Réle de vitamine K

La fonction la mieux connue de la vitamine K est d’intervenir dans la synthése des formes

actives de plusieurs facteurs de la coagulation (I’hémostase). Au dela de cette fonction

biologique, la vitamine K joue un réle important dans le bon fonctionnement de 1’organisme.

Elle intervient dans la minéralisation osseuse et [I’inhibition de la calcification

cardiovasculaire. Elle est impliquée aussi dans I’inflammation, 1’incidence du cancer et le

métabolisme du glucose, de plus, elle est considérée parmi les facteurs influencant la stabilité

du traitement anticoagulant [5].



1.2. Antivitamines K (AVK)

Les antivitamines K (AVK) sont des anticoagulants oraux utilisés depuis plus d’un demi-
siecle dans le traitement et la prévention des pathologies thromboemboliques. Ils ont permis
de réduire considérablement le risque de récidive et de mortalité des accidents emboliques et
des thromboses veineuses et artérielles [1].

La découverte des antivitamines K remonte aux années 1920 aux Etats-Unis, suite a la
survenue d’hémorragies spontaneées décimant des troupeaux de bétail ayant consommé du
trefle doux (Melilotus alba) avarié. C’est en 1939, que K.P. Link isole la structure de cet
agent hémorragique : le 3,3-di méthylene, 4- hydroxy coumarine. Ce n’est qu’en 1940, qu’il
parvient a la synthétiser en lui donnant le nom « dicoumarol ». K.P. Link démontre
¢galement qu’un traitement par vitamine K inhibe 1’action du dicoumarol, il en conclut que ce
dernier est un antagoniste de la vitamine K [17]. En 1948, la warfarine, premier AVK de
synthese, vit le jour lors de 1’élaboration d’un raticide responsable d’hémorragies intestinales
aigués et fatales chez ces animaux. En 1954, cette molécule révolutionnaire a montré une
efficacité supérieure au dicoumarol et reste a ce jour la molécule la plus documentée des AVK
[17].

1.2. a. Propriétés physicochimiques et ADME des AVK

Les anticoagulants oraux appartiennent au groupe des 4 hydroxycoumarines. Ils partagent la
méme structure chimique de base (figure 2). Ce sont des acides faibles avec des pKa de 4.2
(phenprocoumone) et 5.0 (warfarine et acenocoumarol). Ils sont solubles dans 1’alcool
(éthanol, méthanol). Leurs poids moléculaire varient de 280.3 (phenprocoumone) a 308.3

(warfarine) et 353.3 (acenocoumarol).

Chaqgue molécule a un seul centre chiral qui donne deux énantiomeéres, la forme S est environ

2 a 5 fois plus puissante que la configuration R [2][18].

Lorsqu’on compare les trois antagonistes de la vitamine K, acenocoumarol, phenprocoumone
et warfarine, il a été démontré in vitro que 1’acénocoumarol avait un pouvoir anticoagulant

intrinseque plus éleve que la warfarine et le phenprocoumone [19].

Dans la situation clinique, un mélange racémique des deux énantiomeéres est administré par

voie orale [2].



Chaque antagoniste de vitamine K est disponible auprés des fabricants sous forme de
comprimés contenant 1-10mg de warfarine soduim, 3 mg phenprocoumon et 1-4mg

acenocoumarol [19].

Ces trois AVK présentent des différences substantielles malgré leur structure chimique

similaire, les différences concernent principalement le métabolisme et 1’élimination.

Les AVK ont un indice thérapeutique faible et une grande variation inter et intra-
individuelles de leur relation dose-réponse [2], de ce fait, leur utilisation est réguliérement

suivie par des controles .

Un grand nombre de médicaments interféerent avec la pharmacocinétique des AVK. Certains

les potentialisent, tandis que d'autres diminuent leurs effets [2].

Phenprocoumone Acenocoumarol Warfarine

Figure 2 : Structures chimiques des AVK

Les propriétés physicochimiques de coumarine et des AVK ont été calculées par le logiciel
ADMET]Iab 2.0 [15] (disponible a: https://admetmesh.scbdd.com) et sont représentées dans le
taleau 2 et sont représentées dans le tableau N2 suivant :

Tableau N2 : Propriétés physicochimiques de coumarine et des AVK (acenocoumarol,
phenprocoumone et warfarine)

Log S Log P PM nHA nHD Log D

Coumarine -2.019 1.672 146.04 2 0 1.506
Acenocoumarol -4.836 | 2.755 | 353.09 7 1 2.696
Phenprocoumone | -4.677 3.989 280.11 3 1 3.340
Warfarine -4.624 2701 308.10 4 1 2.654



https://admetmesh.scbdd.com/

Les AVK étudiés sont des substances liposolubles, caractérisés par 0 <Log P<5 Leur
absorption digestive est donc rapide et compléte. La liaison aux protéines plasmatiques est
assurée de 90 a 99% par I’albumine. Cette liaison est donc de forte affinité et restrictive.
L’élimination, sous forme de métabolites généralement inactifs, est principalement urinaire
[20].

Les trois AVK présentent une seule violation a la regle de Lipinski a savoir la solubilité (Log
S<-4).

1.2. b Role des AVK

Les AVK bloquent le cycle de la vitamine K indispensable a la formation de ponts calciques

lors de la génération de thrombine (protéine de la coagulation sanguine) et sa régulation.

Pour jouer son role, la vitamine K doit étre sous forme réduite, alors que la vitamine K
naturelle d’origine alimentaire est oxydée. Les AVK empéchent la réduction de la vitamine K
en inhibant I’activité de deux enzymes impliquées dans ce mécanisme.[21]

Le suivi de I’anticoagulation par des cliniques spécialisées, qu’elles soient constituées par des
hématologues, des pharmaciens cliniciens, des infirmiers ou des médecins spécialisés dans
I’anticoagulation, tend a améliorer la qualité et la sécurité des patients traités par des

anticoagulants oraux.
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Chapitre 2 L’activité antioxydante

2.1 Introduction

Les espéces réactives d’oxygene (ROS) et les especes réactives d’azote (RNS) sont les sous-
produits du processus redox cellulaire et sont bien documentées pour jouer un double role en
tant qu’especes déléteres et bénéfiques. La surproduction de ces especes entraine un stress
oxydatif, état dans lequel le systéme biologique est incapable de maintenir 1’équilibre
oxydant-antioxydant [22]. Le stress oxydatif est un important médiateur des dommages aux
structures cellulaires, y compris les lipides et les membranes, les protéines et I’ADN et
participe au vieillissement prématuré et aux principales maladies, y compris le cancer, la
maladie d’Alzheimer, 1’autisme, I’infection au VIH et I’AVC [23]. Dans un état
physiologique normal, la génération d’espéces réactives est étroitement régulée par différents

antioxydants enzymatiques et non enzymatiques.

Ces radicaux sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont utiles a
I’organisme a dose raisonnable e.g. lorsque la balance antioxydant/prooxydant est en
équilibre. Les radicaux libres sont utiles a I’organisme car ils détruisent les bactéries au sein
des cellules phagocytaires mais ils peuvent interagir avec les matériaux biologiques en

changeant la structure et donc la fonction et le rble de ces derniers.

Les radicaux libres constituent aussi un systeme de transmission de signaux. Ils peuvent étre
considérés comme des messagers intra et inter cellulaire. ils permettent ainsi d’induire la
réponse cellulaire a de nombreux stress : thermiques, U.V, xénobiotiques, permettant

I’expression de génes de défense [24].

Tableau N3 : les ROS, RNS et les espéces radicalaires non libres

ROS/RNS Espéces radicalaires non libres
HO’ H,0,
02~ 'o,
HOO O3

L LOOH
LOO HOCI
ROO ONOO"
LO N,O3
NO, HNO;
NO’ NO,CI
NO* NO™

RS ONOOCH
P N-O
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2.2 Antioxydants

Un antioxydant est une molécule qui peut piéger les especes radicalaires avant d’atteindre
leurs cibles biologiques d’ou leur fonction de protecteur chimique et donc un bon antioxydant

est un bon capteur de radicaux libres.

Les antioxydants jouent un rdle vital dans les systémes alimentaires ainsi que dans le corps
humain pour réduire les processus oxydatifs et les effets nocifs de ROS en donnant un atome

d’hydrogene ou un électron pour chélater les métaux actifs redox et inhiber les lipoxygénases
[25].

Dans les systemes alimentaires, la peroxydation lipidique et la formation de produit de
peroxydation lipidique secondaire peuvent étre évitée par 1’utilisation de molécules
antioxydantes nutritionnelles aidant ainsi @ maintenir la saveur, la couleur et la texture du

produit alimentaire pendant le stockage[26].
2.2.a Antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques ont été developpés pour étre un systeme standard de mesure de
I’activité antioxydante comparant avec les antioxydants naturels et pour étre incorporés dans

les aliments.

IIs sont ajoutés a la nourriture afin qu’il puisse résister a divers traitements et conditions ainsi

que pour prolonger la durée de conservation.

Presque tous les produits alimentaires transformés contiennent des antioxydants synthétiques
qui sont jugés bons, bien que certaines études indiquent le contraire[27]. Ces antioxydants
synthétiques sont ajoutés aux produits pour prévenir ou retarder I’apparition de 1’oxydation
des lipides pendant le traitement et 1’entreposage des graisses, des huiles et des aliments

contenant des lipides.
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Tableau N4 : Structure Chimique et applications des importants antioxydants

synthetiques.

Antioxidant synthétique Applications Reférence

BHA (butylated hydroxyanisole) antioxydants Branen
alimentaires (1975)[28]

BHT (butylated hydroxytoluene)

TBHQ (tert-butylhydroquinone)

antioxydants
alimentaires

Botterweck et al.
(2000) [29]
Aguillar et al.
(2011)

Aguillar et al.
(2012)

Gharavi and El-
Kadi (2005)[30]

PG (propyl gallate) antioxydants Anton et al.
alimentaires (2004)
Soares et al.
(2003)[31]
Antioxydants
OG (octyl gallate) 2,4,5-Trihydroxy alimentaires et Kubo etal.
butyrophenone cosmétiques (2001)[32]
2,4,5-Trihydroxy butyrophenone Astill et al.
(1959)[33]
NDGA (nordihydroguaiaretic acid) antioxydants Evan and
alimentaires Gardner
(1979)[34]
4-Hexylresorcinol Prévention du Chen et al.
brunissement des (2004)[35]

aliments
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2.2.b Antioxydants naturels

Les principales sources d’antioxydants naturels sont les composés phénoliques existants dans
les plantes. Ces composés peuvent se trouver dans toutes les parties des plantes [36] (Shahidi
et Ambigaipalan, 2015).

L’alimentation humaine contient un éventail de composés différents qui possédent des
activités antioxydantes ou qui ont été suggérées pour récupérer les ROS en fonction de leurs
propriétés structurelles. Les principaux représentants des antioxydants alimentaires sont la
vitamine C, les tocophérols, les caroténoides et les flavonoides. Mis a part la vitamine C,
chaque groupe de ces antioxydants se compose d’un certain nombre de composés

structurellement différents, par exemple, plus de 600 caroténoides différents ont été identifiés.

A ce jour, une cinquantaine d’entre elles pourraient se trouver dans 1’alimentation humaine
[36]. Dans I’alimentation, il peut y avoir des effets synergiques de ces divers composés

alimentaires, qui sont difficiles a évaluer a I’heure actuelle.

En effet, le régime alimentaire peut étre considéré comme un orchestre ou les interactions
entre les constituants peuvent produire des effets qui ne sont pas les propriétés nécessaires des

constituants individuels [37].

La classification des antioxydants phénoliques est représentée sur la figure suivant :
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Antioxydants phénoliques

Antioxydants naturels

T Flavonoides

I Carotenoides

+——5 Stilbenes

I 5 Coumarines

+———> Lignanes

L, Tannins

+— Acides Phenolique |

>

Antioxydants synthétiques

Dérivés d’acide Hydroxybenzoique

Dérivés d’acide Hydroxycinnamique

Flavonols
Flavones
Isoflavones
Flavanols
Flavanones

Antocyanes

Isoflavonoides

Figure 3 : Classification des antioxydants phénoliques

2-4 Méthodes de mesure de I’activité antioxydante

Differentes methodes d’évaluation de 1’activité antioxydante ont été introduites pour mesurer
et étudier les propriétés antioxydantes et la capacité des antioxydants commerciaux, des
aliments, des médicaments, des produits pharmaceutiques et des échantillons biologiques. Le

concept de capacité antioxydante est d’abord issu de la chimie et a ensuite été adapté a la

biologie, a la médecine, a 1’épidémiologie et a la nutrition [53].

L’activité antioxydante ne devrait pas étre conclue a partir d’un seul test. Plusieurs procédures
in vitro devraient étre effectuées pour évaluer les activités antioxydantes des échantillons

d’intérét [53]. Ces méthodes peuvent étre divisées en fonction des mécanismes de réaction en
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méthodes de transfert d’atome d’hydrogéne (HAT) et de transfert d’¢électron unique (SET), le
produit final est le méme pour les deux mécanismes, mais la cinétique et le potentiel de la
réaction sont différents. Les méthodes basées sur SET [54] détectent la capacité d’un
antioxydant potentiel a transférer un électron pour réduire tout composé, y compris les
métaux, les carbonyles et les radicaux. SET affiché par un changement de couleur a mesure
que ’oxydant est réduit. Les méthodes basées sur le mécanisme HAT mesurent la capacité
classique d’un antioxydant a neutraliser les radicaux libres par don d’hydrogéne[55]. Les
réactions HAT sont indépendantes du solvant et du pH et sont généralement assez rapides,

complétées en quelques secondes ou quelques minutes.
Les méthodes basées sur le mécanisme HAT sont les suivantes:

e Oxygen radical absorbance capacity (ORAC).

e Total radical trapping antioxidant parameter (TRAP).
e Total radical scavenging capacity assay (TOSCA).

e B-Caroténe bleaching assays.

e Chemiluminescent assay.

Les méthodes basées sur le mécanisme SET mesurent la capacité d’un antioxydant potentiel.
Ces méthodes transférent un électron pour réduire tout composé, y compris les ions

métalliques, les carbonyles et les radicaux [56]. Ils comprennent les essais suivants:

e Total phenolics assay by Folin—Ciocalteu reagent assay.
e Trolox equivalence antioxidant capacity assay (TEAC).

e Ferric ion reducing antioxidant power assay (FRAP).
e Total antioxidant potential assay, using a Cu2+-complex as an oxidant.

e 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging assay (DPPH-)

2-5 Test DPPH

Le test DPPH est basé sur la réduction de DPPH (radical stable) dans une solution alcoolique
en présence d’un antioxydant et la formation de la forme non radicalaire DPPH-H. Ce test
mesure la capacité de reduction de DPPH par les antioxydants qui peut étre évaluée en
mesurant la diminution de son absorbance. Le test est simple et pratique et ne necessite pas de
traitement d’échantillon, néanmoins, il est limité car il utilise un radical non-physiologique et
sa sensibilité peut étre influencée par un certain nombre de facteurs, comme le type et la

quantité de solvant utilise. De plus, certains composés absorbent dans la méme gamme de
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longueurs d’onde que le DPPH. Par exemple, les anthocyanines ont une forte absorption dans
le méme domaine de longueurs d’onde (500 a 550 nm) que le DPPH, et peuvent donc

introduire une interférence avec les résultats et leur interprétation[57].

NO
2 NO,

O,N
2 O,N

AH A

. NO \ f
N 2
HN NO,

b4
z—

DPPH DPPH-H

Figure 4 : Mécanisme de réduction de DPPH par un antioxydant AH
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METHODES DE CALCUL
THEORIQUE ET MODELISATION DE
L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE




3.1. Introduction

Les développements théoriques ont permis de faire de la physique quantique appliquée a

la chimie un outil indispensable associé a la chimie expérimentale.

Au cours des années de développement de la chimie quantique deux voies se sont
dégagées ; I'une aborde les problemes en décrivant les systemes par une fonction d'onde,

l'autre le fait par le biais de sa densité électronique.

Les méthodes de chimie quantique permettent le calcul de la structure électronique de
systemes tels que les atomes, les molécules neutres, les espéces radicalaires, les ions, les
clusters d'atomes, les surfaces de solides, etc. Des algorithmes de calculs trés précis sont
utilisés pour minimiser I'énergie totale en fonction des paramétres structuraux et pour prédire
la structure la plus stable des composés étudiés. Les fonctions d'onde ainsi obtenues
permettent de calculer des propriétés électriques et magnétiques, de méme qu'elles conduisent
a l'obtention d'indices de réactivité et d'autres caractéristiques encore. Ces méthodes
permettent donc aussi bien l'interprétation de résultats expérimentaux, que la prédiction de

propriétés pour lesquelles aucune expérience n'a pu encore fournir d'informations.

3.2 Modéles théoriques

3.2.a Equation de Schrodinger

L’¢étude théorique de tout systeme €lectronique consiste en 'utilisation de méthodes basées sur
la résolution de I'équation de Schrodinger [38], indépendante du temps. En résolvant

I'équation aux valeurs propres et aux vecteurs propres :
Hy =Ey 1)

Ou H est I’opérateur hamiltonien associé a 1’énergie totale du systéme étudié, E 'énergie
totale du systéme et W la fonction d'onde recherchée, il sera alors possible de déterminer

toutes les informations du systeme étudié.

Des solutions y; physiquement acceptables existent seulement pour certaines valeurs

de E [39]. Ainsi, l'interprétation de la fonction d'onde implique la quantification de I'énergie.
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L'interprétation de y, est basée sur la suggestion faite par Born. Ce dernier utilise une

analogie avec la théorie ondulatoire de la lumiére, dans laquelle le carré de I'amplitude d'une
onde électromagnétique est interprété comme son intensité et ainsi, en terme quantique,

comme le nombre de photons présents.

L'interprétation de Born, sur I'équation de Schrddinger, est que le carré de la fonction d'onde
d'une particule (ou l'intégrale dey v , si y est complexe sur tout I'espace) est proportionnel &

la probabilité de trouver cette particule en chaque point de I'espace.

3.2.b Les méthodes Hartree-Fock (HF)

La méthode SCF proposée en 1927 par D. Hartree [40] est un des meilleurs procédés de la
résolution des probléemes de la chimie quantique. Elle a été appliquée aux atomes
polyélectroniques puis a été rapidement étendu aux systéemes polyatomiques. Cette méthode
e . oo ,. ., : 1
repose sur un principe simple qui stipule que I’interaction électrostatique du type — d’un
i
¢lectron 1 donné¢ d’un atome polyélectronique avec tous les électrons j est remplacée par
I’interaction de cet électron avec un champ moyen ou effectif Ve (i) crée par le noyau et la

totalité des électrons j.

La minimisation de I'énergie est effectuée par la méthode SCF (Self Consistent Field) a I'aide
des équations de Hartree-Fock mono-électroniques obtenues sous la condition d'énergie

minimale, tout en respectant la contrainte d'orthonormalité des orbitales.

La méthode de Hartree-Fock (HF) est donc I'application du principe variationnel a la
minimisation de I'énergie avec utilisation de fonctions d'onde construites sur la base d'un
déterminant de Slater. Les équations HF peuvent donc étre considérées comme étant des
équations de Schrodinger décrivant un électron se déplacant dans un potentiel moyen créé par
les noyaux et les autres électrons restant. Les valeurs propres seront les énergies mono-
électroniques associées aux fonctions d'ondes qui correspondent dans ce cas a des orbitales.
Cependant, ces équations ne sont pas réellement de type valeurs propres / vecteurs propres car

les fonctions sont développées sur une base de dimension finie.

La méthode proposée par Roothaan et Hall en 1951[41] basée sur I'approximation
LCAO (Linear Combination of Atomic Orbitals) de Mulliken développe les orbitales

moléculaires en termes de combinaisons linéaires d'orbitales atomiques. Les orbitales
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atomiques utilisées pour I'expansion des orbitales moléculaires constituent les fonctions de
base (Basis Set) choisies pour la description du systéeme. Plus le set de fonctions choisi est
grand, plus les orbitales moléculaires se rapprocheront de celles qui seraient obtenues si les
équations de HF étaient résolues rigoureusement, ce qui est connu comme étant la limite

Hartree-Fock.

Les méthodes de chimie quantique peuvent étre classees sur la base du traitement des
intégrales de répulsion interélectronique : méthodes dites « ab initio » (c'est-a-dire basées sur
les premiers principes, non empiriques), et méthodes semi-empiriques. Dans les méthodes ab
initio les intégrales sont évaluées rigoureusement et tous les électrons sont, en principe, pris
en compte (voir plus loin). Dans la seconde catégorie de méthodes, une grande partie de ces
intégrales est négligée, simplifiée ou approchée en corrélant les résultats a des données
expérimentales. De plus, certains des électrons ne sont pas explicitement pris en considération
et généralement seuls les électrons de valence, ou méme les électrons n (méthodes de

Hickel), sont impliqués dans ce type de calculs.

Une seconde classification possible se fonde sur le traitement de la corrélation électronique.
La méthode HF non corrélée peut étre améliorée par des traitements appelés post-Hartree
Fock. De plus, une alternative de choix pour l'ajout de la corrélation électronique est
I'utilisation de méthodes basées sur la théorie de la fonctionnelle de la densité.

3.2.c La méthode de la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT)

La théorie de la fonctionnelle de la densité (ou DFT pour Density Functional Theory) est une
méthode, désormais tres utilisée, qui constitue une alternative efficace aux méthodes basées
sur l'approximation Hartree-Fock et la description des fonctions d'onde a l'aide de
configurations. Elle s'appuie sur l'idée que I'énergie d'un systéme électronique E, quel qu'il
soit, peut s'exprimer a l'aide de la seule densité €électronique p(r). On dit alors que 1'énergie

électronique E est une fonctionnelle de cette densité p.

Ce concept a été a I'origine de divers modeles, notamment celui de Thomas-Fermi [21,22]

Kohn et Sham en 1965[42] qui ont étendu a la densité le principe variationnel. D'autre part,
ils posent qu'a tout systeme reel on peut toujours faire correspondre un systéeme fictif

d'électrons indépendants de méme densité électronique p (r). Dans ce cas, I'énergie
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électronique exacte d'une molécule de n électrons dans son état fondamental est donnée par la

relation:
E-= —%Z(% WAl (1)>‘;f26}1—/:(1) v, %”%d‘“ v, + Bl

Le premier terme de cette expression correspond a I'énergie cinéetique des électrons ; le
deuxieme a l'attraction entre les noyaux et les électrons ; le troisiéme traduit l'interaction
coulombienne entre les charges et le dernier est une fonctionnelle de la densité et est appelé
I'énergie d'échange-corrélation. Ce terme regroupe I'ensemble des interactions non classiques
entre les électrons, et c'est bien sur lui qui reste mal connu et qui doit étre approché. Les ¢;
sont les orbitales Kohn-Sham. La densité électronique exacte peut étre déterminée a partir des
0i
oce

p(l’) = zni|§0i (rlz

L'énergie d'échange-corrélation rassemble les contributions liées aux effets d'échange et de

corrélation. Le probléme se raméne a trouver une expression approchée pour les évaluer a

partir de la densité p. Les recherches sur la formulation des termes d'échange Ex[p] et de

corrélation E, [p] ont engendreé plusieurs méthodes que I'on peut classer :

Les méthodes locales issues de I'approximation LDA (Local Density Approximation).

Les méthodes non-locales issues de l'approximation GGA (Generalized Gradient
Approximation). Parmi les plus connues et les plus utilisées on peut citer les fonctionnelles
d'échange de Becke (B88) [43] et de Perdew et Wang (PW91) [44]. Pour la corrélation, on
dispose, entre autres, des fonctionnelles de Perdew (P86) [45], de Lee, Yang et Parr (LYP)
[46] et de Perdew et Wang (PW91). Toutes ces fonctionnelles permettent une amélioration de
I'estimation des énergies de liaison dans les molécules, ainsi que des barriéres d'énergie par

rapport a I'approximation locale LDA.

Les méthodes hybrides qui sont des méthodes non-locales pour lesquelles une partie
de I'echange de Slater est substitué par le terme d'échange exact Hartree-Fock (par exemple
les méthodes BH&HLYP, B3LYP, B3PW91). La premiére fonctionnelle de ce type a été
proposée par Becke, et contient 50 % d'échange HF ; c'est la fonctionnelle « half and half »
[47]. Elle présentait I'inconvénient de contenir une trop forte proportion d'échange HF, et la
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fonctionnelle de ce type actuellement la plus utilisée est celle connue sous l'acronyme
B3LYP[48]. Celle-ci est une fonctionnelle a trois paramétres combinant les fonctionnelles
d'échange local, d'échange de Becke et d'échange HF, avec les fonctionnelles de corrélation

locale et corrigée du gradient de Lee, Yang et Parr.

3.2.d La méthode DFT Unrestricted

A l'instar de la méthodologie Hartree-Fock, il est possible de différencier les orbitales a des orbitales
B, et donc d'employer une méthode de type unrestricted DFT (UDFT). Ce formalisme permet alors les
phénomenes de rupture de symétrie évoqués utile pour la description des ruptures de liaison. Les
résultats UDFT ne différent pas de ceux obtenus par la DFT pour les espéces a couches fermées, bien
entendu, mais des énergies plus basses peuvent étre obtenues dans certains cas, par exemple lorsqu'il

est question des biradicaux singulets. Il est donc préférable d'utiliser 'UDFT de maniére générale [49]
3.2.e Les bases de fonctions

Les traitements mathématiques induits par la résolution de I'éguation de Schrédinger électronique
nécessitent par commodité de développer les orbitales @i sur une base de fonctions choisies et fixées
xp- Dans un cas général, pour représenter une fonction des trois coordonnées de 1'¢lectron, on devrait
normalement utiliser un trés grand nombre de termes dans le développement afin que la fonction @i
soit correctement décrite. C'est uniquement parce que l'on suppose a l'avance que l'orbitale @i ne
prendra des valeurs importantes qu'au voisinage des atomes ou entre les atomes sur les liaisons
chimiques que I'on peut espérer utiliser un nombre beaucoup plus restreint de fonctions de base. A
condition toutefois de choisir pour base des fonctions yp appropriées. On utilise en général des

fonctions décrivant les orbitales des différents atomes de la molécule.

Les fonctions de Slater (STO) qui sont dérivées des solutions exactes pour I'atome d'hydrogéne ont été
le premier type de fonctions utilisées couramment pour les calculs moléculaires. Cependant celles-ci
ne sont pas appropriées pour un calcul rapide des intégrales bi-centriques, on leur préférera les
fonctions gaussiennes (GTF):
;(p(X,Y,Z):ZK:aKGK(X,Y,Z)

Le choix le plus simple consiste a prendre une contraction pour décrire chaque orbitale atomique.On
utilise deux ou trois contractions pour chaque orbitale atomique. Cela permet a la fonction ¢i de
s'adapter au mieux en se contractant ou en se gonflant du fait de la meilleure flexibilité de la partie
radiale de la base. Une série de bases dites "split valence" ont été développées, les orbitales de valence
sont dans ce cas décrites par plus de contractions que les orbitales de coeur, elles ont donc plus de

poids dans les calculs de structure électronique.
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Les bases présentées ci-dessus peuvent également étre augmentées, et c'est souvent le cas, avec des
fonctions de polarisation ou diffuses. Les fonctions de polarisation correspondent a des fonctions
primitives dont le moment angulaire est plus grand que le maximum correspondant aux orbitales
occupées de I'atome (par exemple des orbitales p pour H, des orbitales d pour C ...). Elles conduisent a
une meilleure répartition des charges et sont nécessaires en particulier pour traiter la corrélation
électronique. Les fonctions diffuses sont quant a elles indispensables pour décrire les liaisons faibles et
dans les calculs d'affinité électronique. Elles privilégient les situations ou le nuage électronique est
étendu: ce sont des gaussiennes ayant un faible exposant et donc faiblement décroissantes avec la
distance r. On attire l'attention sur le fait que I'addition de fonctions de polarisation ou diffuses

augmente sensiblement les temps de calcul.

Les difficultés liées a la détermination de la fonctionnelle exacte Ey[p] dans la DFT sont
comparables a celles a la résolution exacte de I'équation de Schrédinger. Le succes
grandissant des méthodes DFT tient d'une part au volume des calculs qu'elles demandent,
beaucoup plus réduit que dans les méthodes ab initio, ce qui les rend précieuses pour I'étude
de systémes comportant un grand nombre d'électrons. Elles présentent d'autre part l'avantage

de prendre en compte, les effets de la corrélation électronique.

3.3 Mécanismes d’action des antioxydants
Les principaux oxydants dans les milieux biologiques sont les radicaux libres et les métaux de

transition. un antioxydant peut réagir avec un oxydant par les 3 mécanismes suivants [3] :

ArOH + R ArC + RH )
ArOH + R AOH+R ____, RH+Ar0 ©)
-+
ArOH ArO + H
_ ) 3)
ArO+R’ ArO +R

Dans le premier mécanisme (1) appellé mécanisme HAT, I’antioxydant céde son proton a

I’oxydant et la réaction est gérée par la BDE (bond dissociation enthalpy).

La BDE est calculée par la formule suivante :

BDE =H (ArO)+ H(H) - H(ArOH)
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Avec : AH (ArO’) enthalpie du radical ArO’, AH (H) enthalpie du radical H et H(ArOH)

enthalpie de la molécule neutre (antioxydant).

Plus la BDE est faible plus le caractére donneur d’hydrogéne de 1’antioxydant est fort, plus

I’activité antioxydante est meilleure.

Dans le deuxiéme mécanisme (SET-PT)(2), I’antioxydant céde un électron a I’oxydant suivie

d’un proton et est géré par les descripteurs IP et PDE.

IP et PDE sont calculés par les formules suivantes :

IP=H (ArOH )+ H(e")- H(ArOH)
PDE = H(Ar0 )+ H(H )- H(ArOH )

Avec AH (H") enthalpie du proton H*, AH (ArOH ") enthalpie du radical cation ArOH “et
AH(e °) enthalpie de I’¢lectron.

Des valeurs faibles d’IP et de PDE signifient une meilleure activité antioxydante.

Dans le troixiéme mécanisme (SPLET)(3), I’antioxydant libére son H en premier lieu ensuite
un électron en faveur de I’oxydant. Ce mécanisme est géré par les deux descripteurs PA et

ETE calculés par les formules suivantes :
. o +
PA=H(ArO)+ H(H ) - H(ArOH )
. o
ETE=H (ArO" )+ H(e")- H(ArQO)
Avec AH(R ") enthalpie de I’anion R
Les valeurs faibles de PA et ETE montrent une meilleure activité antioxydante.

3.4. Méthodologie des calculs théoriques

Les descripteurs théoriques de I’activité antioxydante ont été déterminés au niveau B3LYP/6-
311++G (d,p) afin de relier le pouvoir antioxydant aux propriétés énergétiques et structurales
de la molécule. Les calculs ont été effectués en phase gazeuse et sur les conformations les

plus stables des composés étudiés.

Nous avons réalisés nos calculs au niveau du laboratoire de la recherche et des programmes

avancés en utilisant le Gaussian 09. Les molécules neutres, ont été optimisées par les deux
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méthodes PM6 et DFT (B3LYP/6-311++G (d,p)) [50] et les structures ont été visualisés avec
GaussView5.0.

Le formalisme UHF a été utilisé pour les radicaux et les radicaux cations, de plus, chaque état
stationnaire a été caractérisé comme un vrai minimum sur la surface d’énergie potentielle par

un calcul de fréquence.

L’enthalpie du proton H*, du radical H' et celle de 1’électron étant prises des références [51]
et valent respectivement: 0.0024 Ha ,-0.499 Ha et 0.0012 Ha [52].
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CHAPITRE 1
MATERIELS ET METHODES




Dans la partie expérimentale de notre travail, nous avons essay¢ d’évaluer I’activité
antioxydante de 1’acenocoumarol et le noyau coumarine en utilisant le test DPPH a fin de
comparer les résultats expérimentaux avec les données théoriques. Les antioxydants de

références utilisés sont le BHT, le BHA et la vitamine C.
1.1 Appareillage et produits chimiques :

e Le suivie de I’absorbance dans le domaine UV-visible des produits étudiées est réalisé
a I’aide d’un spectrophotométre UV- Visible.
e L’ensemble des réactifs chimique utilisés au cours de notre expérimentation est

présenté dans le tableau ci-dessous :

Tableau N5: Familles et nomenclatures des réactifs chimiques utilisés

Famille Réactifs Chimiques Nomenclateurs
Coumarines Coumarine 1-benzopyrane-2-one
Acénocoumarol (RS)-4-hydroxy-3-2H-

chromén-2-one

Antioxydants de BHT 2,6-di-tert-butyl-4-
sthylphénol
référence methylpheno
BHA 2-tert-Butyl-4-hydroxyanisole

and 3-tert-butyl-4-
hydroxyanisole (mixture)

VITC (5R)-5-((118)-1,2-
dihydroxyéthyl))-3,4-

dihydroxy-5-hydrofuran-2-one

Solvant Ethanol Ethanol
DMSO Dimethyl sulfoxide
Radical libre DPPH 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle
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1.2 Méthodes :
Meéthode du piégeage du radical libre DPPH :

Pour étudier I’activité anti radicalaire des différents composés, nous avons opté pour la

méthode du piégeage du radical libre DPPH (1,1 Diphényl-2 pycrilhydrazil).

ﬂ | &mr ..Jﬁmw;ﬂw Nm.lvﬂf
|

\
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Figure 5: La degradation de la coloration violette du mélange DPPH-vitamine C dans

1’éthanol.

Mode opératoire :

La mesure de I’activité anti-radicalaire a été testée selon la méthode de Bois [58].
Une solution de radical DPPH a été préparée en dissolvant 4 mg de DPPH dans 100

ml de I’éthanol sous agitation pour s’assurer que concentration de cette solution on réalise un
test en prenant 1ml de solution de DPPH avec 1ml d’éthanol la lecture de I’absorbance de ce

mélange a 517 nm devrait donner une absorbance de 0.57.

Des solutions méres des coumarines ont été préparées. Le choix de la concentration de ces
solutions est basé sur les tests préliminaires des solutions qui donnent un intervalle d’activité
de 5a 90 %. Ce qui nous permettra de déduire la valeur d’ECsp. La méme méthode est
utilisée pour les composés de références (BHT, BHA et Vit C). Ainsi, les concentrations des

solutions meéres utilisées sont données dans le tableau suivant :
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Tableau N6: Masse molaires, masses, volumes et concentration des solutions méres des
Composés testés.

Compose testé | MM (g/moles) | Masses et volumes utilisés Concentration mol/I
BHA 180,27 4,5 mg dans 5ml 0,005 mol /I
BHT 220 5,5 mg dans 5ml 0,005 mol /I
VITC 176,12 4,4 mg dans 5ml 0,005 mol /I
Coumarine 146,14 3,6 mg dans 5ml 0,005 mol /I
Acénocomarol |353, 326 1,6 g de deux comprimes qui 0,005 mol /I
contient chacun 4 mg
d’acénocoumarol dans 5 ml

Les solutions filles sont préparées en prélevant différents volumes des solutions méres que

nous introduisons dans des tubes a essai secs et stériles. Ces solutions sont ajustées a 1ml
avec I’éthanol. A la fin, 1 ml de la solution de DPPH est rajouté a tous les tubes.

L’ensemble du systéme est mis ensuite sous agitation, puis les tubes ont été maintenus dans

I’obscurité a température ambiante pendant 30 min.

L’absorbance en UV-Visible a A max = 517 nm est mesurée. Trois analyses ont été effectuées
pour chaque solution testée. L’activité antioxydant (AA) a été calculée a partir de 1’équation

suivante :
AA % = [(ABS control — ABS échantillon) | ABS control )]* 100
Soit :

ABS control - Absorbance a la longueur d’onde de 517 nm de la solution de DPPH dans 1’éthanol.

ABS ¢chantillon : @bsorbance a 517 nm de chaque échantillon dans I’éthanol.
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2. 1 Analyse des résultats de calcul théorique

La géométrie des molécules optimisées est donnée dans la figure 6 suivante :

Noyau coumarine Acenocoumarol

#
9,

Phenprocoumon Warfarine

Figure 6 : Géométrie des AVK et du noyau coumarine

L’optimisation des trois AVK montre une géométrie completement plane du noyau

coumarine.

Le noyau benzénique fait un angle diédre de -114.674° avec le noyau coumarine dans 1’

acenocoumarol et -41.427° dans le phenprocoumone et -109.715° dans la warfarine.

Le groupement propanone fait un angle diédre de 115° avec le noyau coumarine dans

I’acenocoumarol et 120° dans la warfarine.

Dans le phenprocoumone, le groupement éthyle fait un angle dieédre de 90° avec le noyau
coumarine.

Les orbitales de frontiere (HOMO et LUMO) sont les principaux participants dans les

transitions électroniques, et leur écart d’énergie représente la réactivité [59]. L’analyse des
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orbitales frontieres permet d’expliquer la réactivité et les transitions électroniques au sein des

molécules.

L’analyse du tableau 5 montre que I’acenocoumarol est la molécule la plus polaire, il possede
le gap d’énergie le plus faible et la LUMO la plus basse en énergie ce qui lui confére le

caractére le plus réactif et le plus électrophile des AVK.

Tableau N7: Eqomo, ELumo, 1 et Gap d’énergie de coumarine et des AVK

Coumarine | Acenocoumarol | Phenprocoumone Warfarine
Enomo (8V) -6.89 -7.02 -6.49 -6.71
ELumo (eV) -2.31 -2.89 -1.83 -2.10
u (Debye) 5.17 9.65 4.17 6.26
Gap d’énergie (eV) 4.58 4.13 4.66 4.61

Par contre, le phenprocoumone possede la HOMO la plus haute en énergie ce lui confére le

caractere nucléophile le plus important.

Les régions ESP positives (couleur bleue) sont les sites privilégiés d’attaque nucléophile,
tandis que les sites ESP négatifs (couleur rouge) sont les sites privilégiés de 1’attaque

électrophile [60]. Les régions de couleur verte montrent la partie neutre.

Pour toutes les AVK, les régions sur les groupements carbonyles électronégatifs ont des
valeurs ESP négatives (couleur rouge), le reste des régions est jaune (zone négative) et il n’ya
pas de zone a des potentiels positifs (couleur bleue) ni des zones a potentiel neutre (couleur
verte). Cela permet de conclure que 1’ensemble de la molécule dans les AVK est un site

privilégié d’attaque électrophile.

Dans ce cas les AVK sont des nucléophiles réagissant essentiellement avec la HOMO dont le
nuage est délocalisé sur ’ensemble de la molécule (figure 5). Par contre la LUMO est

localisée sur le noyau coumarine seulement (figure 5).

35



LUMO

458 eV

HOMO

coumarine

LUMO —
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phenprocoumone warfarine

Figure 7 : Les orbitales HOMO, LUMO et le GAP de coumarine, acenocoumarol,
phenprocoumone et warfarine
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acenocoumarol
coumarine

phenprocoumone warfarine

Figure 8 : surfaces du potentiel électrostatique de coumarine et des AVK

Les résultats de calcul des descripteurs BDE, IP, PDE, PA et ETE des AVK sont rassemblés
dans le tableau N8 suivant :
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Tableau N8 : les valeurs de BDE, IP, PDE, PA et ETE en Kcal /Mol

Composés BDE IP PDE PA ETE IP+PDE | PA+ETE
Coumarine 109.54 198.19 227.17 375.26 50.05 425.36 425.31
Acénocoumarol 100.84 213.17 203.48 325.10 91.56 416.66 416.66
Phenprocoumon 82.62 181.36 217.08 320.74 77.70 398.44 398.44
Warfarine 78.93 183.86 210.89 321.07 82.68 394.75 394.75
2-BHA 77.37 165.13 228.06 354.50 38.68 393.18 393.18
3-BHA 72.88 164.23 224.46 347.87 40.82 388.70 388.70
BHT 78.73 165.91 228.64 350.74 43.81 394.55 394.55

Les résultats donnés dans le tableau N8 montrent que :

> Pour la coumarine qui ne possedent pas de liaison OH les BDE de C-H sont trés
élevées (109.54 Kcal/mol). Le noyau coumarine ne possede pas une activité

antioxydante.
Les AVK possédant des liaisons O-H donnent I'ordre de BDE suivant :
BDEAcénocoumaroI>BDEPhenprocoumon>BDEWarfarine

La BDE la plus faible (78.93 Kcal/mol) est attribuée a la warfarine, comparable a la BDE de
BHT (antioxydant synthétique) et plus grande que celle de la vitamine C (74.54Kcal/mol) et la
vitamine E (72 Kcal/mol) [61].

La BDE la plus élevée est attribuée a 1’acénocoumarol (100.84 Kcal/mol), c’est la valeur

caractéristique des liaisons C-H. Ce composé ne présente pas d’activité antioxydante.

Notant que ces calculs sont realisés en phase gazeuse alors qu'expérimentalement, les
réactions sont effectuées en phase liquide. 1l se peut donc que les propriétés moléculaires en
phase liquide soient différentes de celles décrites ici, ce qui montre I’importance de calcul des

ces descripteurs en présence de solvant.
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La comparaison entre les BDEs de 1’acénocoumarol et la warfarine montre que la présence du

groupement nitro sur le cycle benzénique fait augmenter la BDE d’environ 22 Kcal/mol.

La comparaison entre les BDEs de phenprocoumon et warfarine montre que la présence d’une

fonction cétone lié au carbone 18, diminue la BDE d’environ 4 Kcal/mol.

La différence entre les BDEs des AVK est liée essentiellement a la stabilité du radical formé
apres le départ de H. La distribution de la densité de spin des radicaux illustrée sur la figure 7
montre que la densité est la méme pour les trois AVK du faite que les groupements de
substitutions 1ié au noyau coumarine n’influence pas a cause de la présence du carbone

hybridé SP® qui lie le noyau coumarine au reste de la molécule.

0.153 %‘326

-0.008 O O

Noyau coumarine Acénocoumarol

0.214

-0.044 -0.010 -0.003 (@) @)
-0.012 9002 0.022 0.002 0.007
Phenprocoumon Warfarine

Figure 9 : Distribution de la densité de spin de coumarine et des AVK
Le tableau montre que les valeurs de BDE sont plus faibles que les valeurs d’IP et de PA.

Cela montre que le mécanisme HAT est le mécanisme favorable en phase gazeuse.
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2. 2 Analyse des résultats expérimentaux

L’utilisation de I’éthanol comme solvant n’a pas permis de continuer 1’expérience dans

le cas de coumarine et 1’ I’acenocoumarol car 1’augmentation de la concentration rend le

composé insoluble. De ce fait, nous avons refait les expériences dans le DMSQO, en réalisons

le méme mode opératoire. Les résultats obtenus dans les deux solvants sont rassemblés dans

les tableaux N9et N10 suivants :

Tableau N9 : Concentration des solutions testées, leurs activités et leurs courbes de variation
de I’activité en fonction de la concentration dans 1’éthanol.

Activité | Concentration EC50
; Activité (%) =f (Concentration]
m
Compose %) (mg/ml) | (mg/mi)
0 0
18,42105 | 0,000025
36,66667 | 0,00005 128
59,29825 0,0001 80
70
79,12281 | 0,00015 60
50
87,01754 0,0002 40
BHT 7,8876.10-5 | 30
90,52632 | 0,00025 20
10
91,75439 | 0,000375 0
0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008
92,2807 0,0005
93,50877 | 0,000625
0 0
14,73684 0,000025 100
90
36,49123 0,00005 20
60,17544 0,0001 70
60
75,61404 0,00015 -
30
90,17544 0,00025 -
90,52632 0,000375 10
0
92,10526 010005 0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008
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93,68421|  0,000625
0 0
1,052632|  0,000125

1,754386 0,00025 .

2,631579 0,0005 7

5,438596|  0,000625 6

Coumarine 7,368421 0,00075 >

4

3

2

1

0

7368421 0,001 0 0,0005 0,001 0,0015

tableau n10 : concentration des solutions testées, leur activité et les courbes de variation de
P’activité en fonction de la concentration dans le DMSO.

Composé | Activité % | Concentration EC50 Activité(%)=f( [concentration]
mg /ml
(meglmi) (mg /ml)

0 0

3,5176 1,25E-05
100,0000
21,7755 0,00005 90,0000
Vit ¢ 23,7856 6,25E-05 | 1,0354.10-| 80,0000

4

33,5008|  0,000075 70,0000
60,0000

48,7437 0,0001
50,0000
57,1189 0,000125 40,0000
79,2295 0,00015 30,0000
87,6047 0,0002 20,0000
10,0000

87,6047 0,00025
0,0000

0 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004
91,9598 | 0,000375
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2,0443 | 0,000025 80,0000
56218 0,00005 70,0000
60,0000
22,4872| 0,00015
50,0000
34,5826 0,0002 40,0000
BHT 53,4923 | 0,00025 | 2,4117.10-4 | 30,0000
68,9949 | 0,000375 20,0000
10,0000
74,2760 0,0005
0,0000
76,4906 | 0,000625 0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008
1,6779] 0,0000
19,6309| 0,0000 90,0000
38,0872| 0,0001 80,0000
70,0000
65,2685 0,0001 60,0000
79,0268 0,0002 >0,0000
40,0000
BHA 87,5839| 0,0002 | 7,1809.10- 30,0000
5
90,4362| 0,0003 20,0000
10,0000
90,9396| 0,0004 0,0000
0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008
92,6174| 0,0005
93,9597 | 0,0006
0 0
0,53286 | 0,00025 6
1,420959| 0,0005 5
0,00062 .
4,262877 5
3
Coumarine | 6:216696 0,00075
2
6,216696| 0,001
1
0
0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008
0 0
0,00001
1,507538 25
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0,00002 7
3,18258 5
6
0,00003
Acenocoumarol 5
3,685092 75
0,00006 4
4,020101 25 5
0,00007
4,410944 5 2
1
0
5,806812 0,0001 0  0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001 0,00012

Les résultats obtenus montrent que :

e Pour les produits de référence, on a pu atteindre la EC50 dans les deux solvants a de
trés faible concentration et les résultats obtenus dans 1’éthanol sont en accord avec
ceux cités dans la bibliographie.

e Onremarque que la Vit C présente la meilleure activité antioxydante. D’autre part,
I’utilisation du DMSO a permis une meilleure solubilité¢ des AVK mais n’a pas
améliorer I’activité antioxydante. Cela est en accord avec les résultats obtenus par les
calculs théoriques.

e Le noyau coumarine et I’acenocoumarol ont une activité tres faible (pas de EC50).

Cela peut étre expliqué par le faite que :
1/ Les molécules possédent des BDEs tres élevées.

2/ L’ensemble de la molécule présente une zone caractérisée par un EPS négatifs (site
d’attaque électrophile) donc le noyau coumarine et I’acenocoumarol ne peuvent en aucun cas

céder des protons ou des électrons.
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Conclusion générale
Nous avons présenté dans ce mémoire une étude théorique des propriétes structurelles et
¢lectroniques des trois AVK (I’acénocoumarol, le phenprocoumon et la warfarine) plus le

noyau coumarine.

Nous avons lié ces propriétés aux résultats expérimentaux obtenus par le test DPPH utilisé

pour évaluer le potentiel antioxydant de la coumarine et 1’acenocoumarol.

L’optimisation de la géométrie et le calcul de fréquences nous a permis d’avoir les
enthalpies pour calculer les descripteurs BDE, IP, PDE, PA et ETE décrivant les trois
mécanismes HAT, SET-PT et SPLET.

Les résultats montrent que théoriquement, la warfarine, I’AVK la plus utilisée, présente une
activité antioxydante comparable avec les composés phénoliques. Par contre, le noyau
coumarine et I’acenocoumarol ont un potentiel antioxydant faible et cela a été rationalisé et
quantifié théoriquement car les BDEs de ces deux composés sont trés élevés. De plus
I’analyse des orbitales frontiéres et I’ESP montre que ces molécules possédent un caractére
nucléophile qui ne leurs permet pas de céder des protons ou des électrons pour neutraliser un

radical.

En perspective, nous pouvons envisager I’étude des descripteurs de 1’activité antioxydante en

présence des différents solvants polaires et apolaire.

Tester D’activité antioxydante de molécules hypothétiques qui ressemblent a ces AVK en
changeant le carbone hybridé SP® en un carbone hybridé SP? qui permet une meilleure

délocalisation des électrons w et donc une meilleure stabilité des radicaux.

Utiliser d’autres méthodes de caractérisation du pouvoir antioxydant.
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