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Résumé

L’objectif de ce travail est de mener une étude expérimentale et théorique sur
I’activité anti-oxydante des composés volatils. Ces derniers sont représentés par une série
homologue comportant I’hydroquinone, le résorcinol, le pyrogallol, le pyrocatéchol, le
phénol et le thymol, et une série hétérogéne comportant le p-cyméne, le comphor, le
limoneéne et le géraniol. Le BHT et la Vit C ont été pris comme série de référence.

L’étude expérimentale est réalisé par la méthode du piégeage du radical libre (DPPH
: 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle). Les résultats obtenus montrent que ; la Vit C présente
une meilleure activité que le BHT. Les composés phénoliques présentent des activités
semblables a celle du BHT. Pour la série hétérogene, ’activité anti-oxydante dépend

fortement de la structure du composé testé.

L’¢étude theorique est effectuée par la méthode DFT en utilisant la base standard de
calcul 6-31G a I’aide des logiciels Gaussian 09 et Gauss view 5.0 est se basant sur les trois
mécanismes possible HAT, SPLET et SET-PT en calculant les descripteurs moléculaires
BDE,PDE, IP, PA et ETE. A partir des résultats obtenues; on peut avancer que le
mécanisme SPLET est plus favorable que les mécanismes SET-PT et HAT et qui décrit

correctement 1’activité anti-oxydantes des composés étudies.

Mots clés: DPPH, DFT, BDE, PDE, IP, PA, ETE, HAT, SET-PT, SPLET, IC50.



Abstract

The aim of this work is to carry out an experimental and theoretical study on the
antioxidant activity using the free radical trapping method (DPPH: 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) of compounds in the homologous series: hydroquinone, resorcinol, pyrogallol,
pyrocatechol, phenol and thymol, and a heterogeneous series: p-cymene, comphor, limonene
and geraniol. BHT and Vit C were taken as the reference series.

The results obtained by experimental estimation are that the lower the EC 50 value of the
compounds, the better the activity. The DPPH method shows that Vit C has a better activity
than BHT. The phenolic compounds showed similar activity to BHT. For the homologous
series, the antioxidant activity depends strongly on the structure of the compound tested.

The theoretical study was carried out by the DFT method using the standard 6-31G
calculation basis with the aid of Gaussian 09 and Gauss view 5.0 software, and was based on
the three possible mechanisms HAT, SPLET and SET-PT, calculating the molecular
descriptors BDE, PDE, IP, PA and ETE.

The results obtained from the theoretical study are that the SPLET mechanism is more
favourable than the SET-PT and HAT mechanisms and correctly describes the antioxidant
activity of the compounds studied.

Key words: DPPH, DFT, BDE, PDE, IP, PA, ETE, HAT, SET-PT, SPLET, 1C50.
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Introduction Générale

Introduction Générale

Les radicaux libres sont des molécules extrémement réactives. lls sont instables et
réagissent avec d'autres composés pour rétablir la stabilité [1]

Les composés phénoliques sont parmi les composeés bioactifs les plus importants dans
I'alimentation humaine. Au fil des ans, plus de 8 000 composés phénoliques ont été identifiés
dans les groupes chimiques généraux suivants : acides phénoliques, alcools phénoliques,
flavonoides ... [2] [3]. Les phénols ont une forte capacité a piéger les radicaux libres (R-) et
sont donc de puissants antioxydants (ArOH). [4] lls protégent contre la dégradation des
aliments et certaines maladies humaines telles que l'arthrite, I'athérosclérose, [5] plusieurs
types de cancer, les maladies coronariennes et cardiaques, [6].

Quel que soit le nombre des antioxydants connus jusqu’a présent, la communauté
scientifique est a la recherche continue des composés plus actifs et moins toxique.

Notre travail est une contribution dans ce domaine, il vise a utiliser le domaine de
I’informatique chimique pour trouver une relation entre la structure chimique des composés
phénoliques et non phénoliques et leur activité antioxydante. Pour cela, nous mesurerons
I’activité antioxydant des composés par la méthode de piégeage du radical libre DPPH.
Ensuite, en utilisant la méthode quantique DFT, nous essayerons de trouver la relation entre la
structure de ces composés et leur activité.

Ce travail est divisé en trois parties :
e Lapartie | est consacrée a des généralités sur les radicaux libres, ’activité

antioxydante et la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT).

e La partie Il se compose de deux chapitres. Dans le premier chapitre, nous
discuterons les matériels et les méthodes de l'activité antioxydante
expérimentalement des produits. Dans le deuxiéme chapitre, nous avons effectué
une discussion des résultats obtenus.

e La partie Il se compose de deux chapitres. Dans le premier chapitre , nous
avons ¢étudier théoriquement I’activité antioxydante des composés et dans le
deuxiéme chapitre nous avons discuterons les résultats obtenus.

e On terminera par une conclusion générale.
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Chapitre I : L’activité antioxydante

Introduction :

Les antioxydants sont des composés chimiques présents dans 1’0rganisme
adaptés & la modulation de 1’oxydation des biomolécules [7]. Les antioxydants
peuvent étre classés selon leurs modes (d’actions tels que : D’interruption de la chaine
de propagation des réactions radicalaires par chélation des métaux de transition,
désactivation des espéces oxygénées réactives, inhibition de I’activité des enzymes de
peroxydation et abaissement de la pression partielle de 1’oxygéne [8]. En outre, la
classification des antioxydants est divisés selon leurs origines en deux types
d’antioxydants ; endogénes comme les enzymatiques notamment : la catalase, la
glutathion peroxydase et le superoxyde dismutase. Par contre les antioxydants
exogenes (nutritionnels) sont présentés par les vitamines (vitamine A, E, et C), les
oligo- éléments (le sélénium, le cuivre, le zinc) et les polyphénols [9].
Particulierement, la nature de la chaine substituée de cycle benzénique des
polyphénols confere a la fonction phénol un caractere plus acide que les groupements
alcool : elle donne donc facilement un proton H + pour former I’ion phénoxy. Cette
propriété chimique donne aux composés phénoliques leur caractére antioxydant En
perdant un hydrogéne au profit des lipides LOO°®° ils les stabilisent sous forme
d’hydroperoxydes LOOH et inhibent les réactions de propagation de la chaine
d’oxydation [10].

1.1-Généralités sur I’effet antioxydant :

De nos jours, Il existe un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des
radicaux libres. Ce n’est pas seulement di a leur role dans des phénoménes aigus tels
que le traumatisme ou I’ischémie, mais aussi a leur implication dans de nombreuses
pathologies chroniques associées au vieillissement tels que le cancer, les maladies
cardiovasculaires et inflammatoires et la dégénérescence du systeme immunitaire

1.1.1-Définition :

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire
les dommages causés par les radicaux libres dans 1’organisme et permettent de
maintenir au niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques de ROS. Notre
organisme réagit donc de fagon constante a cette production permanente de radicaux
libres et on distingue au niveau des cellules deux lignes de défense inégalement
puissantes pour détoxifier la cellule [11].

En outre, I'antioxydant alimentaire idéal, doit étre soluble dans les graisses,
efficace a faible dose, et non toxique, n’entraine ni coloration, ni odeur, ni saveur
indésirable, résistant aux processus technologiques, il est stable dans le produit fini
[12].
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1.1.2-Types d'antioxydant :

Les antioxydants sont classés selon leur origine en antioxydants naturels ou
synthétiques et selon leur mode d'action en antioxydants primaires ou secondaires :

a)-Antioxydants naturels :

Les antioxydants naturels se trouvent dans presque toutes les plantes, tous les
micro-organismes, les champignons et méme les tissus animaux. Les plus grands
groupes dantioxydants naturels comprennent l'acide ascorbique, la vitamine E, les
composés phénoliques et les flavonoides, etc [13]. Il stabilise les membranes en
réduisant la perméabilité et a également la capacité de lier les acides gras libres
[14].

a.1l-Vitamine C :

La vitamine C, ou acide ascorbique, est une vitamine hydrosoluble. L'acide ascorbique
est un tres bon piégeur de radicaux libres d'oxygene qui réagit avec les radicaux libres
hydroxyles et les radicaux libres superoxydes. Il assure également la régénération de la
vitamine E par la réduction spontanée des radicaux tocophérols. Il est partiellement récupéré
par dismutation des radicaux ascorbates [15].

Figurel : Structure de la vitamine C

b)-Antioxydants synthétiques :

Dans lindustrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tels que le
butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluene (BHT), la gallate propylée
(PG) et le tetra-butylhydroquinone (TBHQ), sont largement utilises parce qu'ils
sont efficaces et moins chers que les antioxydants naturels. Cependant, leur
sécurité est trés discutée car ils génerent un besoin de recherche comme matiéres
de substitution dapres des sources naturelles comme antioxydants de la nourriture
[16].
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b.1-BHT:

Le BHT ou butylhydroxytoluene est une molécule obtenue par synthése, que 1’on ne
retrouve pas dans la nature. Il résulte de la réaction entre le p-crésol et I’isobutyléne. Ce
dérivé phénolique renferme un hydrogéne labile qui peut étre cédé a tout corps gras oxydable.
En réduisant I’acide gras oxydable, le BHT est lui-méme oxydé ; I'ion phénolique résultant est
stabilisé via le phénomeéne de résonance inhérente au cycle benzénique [17].

OH

Figure2 : Structure de BHT

1.1.3-Utilisation des antioxydants :

Selon les travaux de M.Boudjouref sur Tactivité antioxydante et
antimicrobienne d’extraits d’Artemisiacampestris [18] peuvent étre utilisés dans:

e L’industrie chimique : pour éviter le durcissement du caoutchouc ou en métallurgie
pour protéger les métaux de 1’oxydation.

e L’industrie agro-alimentaire : pour éviter le rancissement des corps gras.

e [’industrie teinturerie : pour &viter l'oxydation des colorants au soufre ou des
colorants de cuve lors de la teinture.

1.1.4-Les radicaux libres :
1.1.4.1-Définition :

Les radicaux libres sont des especes chimiques avec un ou plusieurs électrons
non apparies dans leur enveloppe externe. La présence délectrons non appariés rend
ces molécules tres instables. Cela signifie qu'ils sont trés réactifs et ont une courte
durée de vie.

Ces molecules se lient rapidement aux molécules non radicalaires voisines,
conduisant généralement a la formation de nouveaux radicaux [19].



Chapitre I : L’activité antioxydante

Il est formé soit par des réactions redox (gagner ou perdre un ou plusieurs
électrons), soit par des clivages homolytiques (rupture de liaisons covalentes ou
chaque atome a un électron) [20].

y Les antioxydants ont
desélectronsen

surplus a donneraux
radicaux libres

Ilmanque un
électrondansla
couche externe
d’un radical libre

Figure3 : L’équilibre radicaux libres / antioxydants [19].

1.1.4.2-Différents types des radicaux libres :

Parmi les différentes classes de radicaux libres, les espéces réactives de
l'oxygene (ROS) sont les radicaux les plus courants. Cette classe de radicaux libres
comprend l'anion superoxyde (0O2.-), le radical hydroxyle (OH), le radical peroxyle
(RO2.), le radical alcoxyle (RO) et le radical perhydroxyle (HO,).

L'oxyde nitrique (NO) et le dioxyde dazote (NOz) appartiennent a une autre
classe de radicaux libres appelée Reactive Nitrogen Species (RNS) [21].

Classification des radicaux libres :

v' Les radicaux libres primaires : ils dérivent directement de 1’0, par une

réaction de réduction.

v' Les radicaux libres secondaires : ils sont formés par la réaction des
radicaux libres primaires sur des composés biochimiques cellulaires.

v Les espéces actives de 1’oxygéne : ce sont des molécules ne possédant
pas d’électron non apparié mais au fort pouvoir oxydant car elles peuvent
donner naissance a des radicaux libres.

Les radicaux libres primaires et secondaires et les espéces actives de
I’oxygeéne sont regroupées sous le nom d’espéces réactives de 1’oxygéne ou ERO (ou
« ROS » reactive oxygen species) [22].
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I.1.5-L’évaluation de I’activité antioxydante :

Plusieurs méthodes sont disponibles pour mesurer lactivité antioxydante
des aliments etles systemes biologiques ainsi que les corps purs qui constituent ces
systemes. Elle peut étre évaluée par les techniques citées ci-dessus :

e La méthode du piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) [23].

e La méthode d’ORAC (Capacité d’absorbance du radical de [1’oxygene)
[24].

e La méthode FRAP (Capacités réductrices ferriques d’antioxydants) [25].

e La méthode d’ABTS (2,2-azinobis  (3-éthyle-benzothiazoline-6-sulphonate)
ou TEAC(Capacité antioxydante équivalente de Trolox) [26].

e La méthode de blanchissement de B-carotene [27].

a)- Dosage du pouvoir réducteur « FRAP » :

ePrincipe :

La méthode FRAP est basée sur la réduction de I’ion ferrique (Fe3*) en
ion ferreux (Fe?*) [28]. Cette méthode évalue le pouvoir réducteur des composés.
La présence des réducteurs (AH) dans les extraits des plantes provoque la
réduction de Fe®/ complexe ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent, le
Fe?* peut étre évalué en mesurant et en surveillant ’augmentation de la densité
de la couleur bleu cyanée dans le milieu réactionnel a 700 nm. En effet, le
systeme FeCls/K3Fe(CN)s confere a la methode la sensibilitt pour la
détermination «semi  quantitative» des concentrations des antioxydants, qui
participent a la réaction redox [29].
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Figure4 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe ferricyanide
ferrique Fe (I11) et un antioxydant (AH) [30].

b)- Le test de piégeage du radical DPPH :

e Principe :
Le test DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) est une méthode largement utilisée
dans I’analyse de [I’activité antioxydante. En effet, le DPPH se caractérise par sa
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capacitt a produire des radicaux libres stables. Cette stabilité est due a la
délocalisation des électrons libres au sein de la molécule. La présence de ces radicaux
DPPH: donne lieu a une coloration violette foncée de la solution. La réduction des
radicaux DPPH: Par un agent antioxydant entraine une décoloration de la solution. Le
changement de couleur peut étre suivi par spectrophotométrie a 517nm et de cette
facon le potentiel antioxydant dune substance ou un extrait de plante peut étre
déterminée [31] [32] [33].

DPPH* + AH —- DPPH-H + A’

VIOLET

Figure5 : Réaction de réduction d’un radical DPPH en présence d’un antioxydant [33].

c)- Méthode de blanchiment de la B-caroténe :

La méthode du blanchiment de la [B-caroténe est utilisée pour évaluer le
potentiel d’un extrait a neutraliser les radicaux libres dérivés de 1’acide
linoléique qui attaquent simultanément le [p-caroténe et ayant comme résultat
le blanchiment du B-carotene et la disparition de sa couleur orange [34].

d)- Méthode de ’ABTS :

L’activit¢é antioxydant d’un produit est déduite de sa capacité a
neutraliser le radical ABTS™, obtenu a partir de I’ABTS: sel d’ammonium de
I’acide 2,2’-azinobis- (3- ethylbenzothiazoline-6-sulfonique).

L’obtention du radical cation résulte du contact de I’ABTS généralement avec la
présence de persulfate de potassium qui donne une solution d'une couleur bleu intense
[35].

e)- Méthode du CUPRAC :

Le test de la capacite antioxydant par réduction de cuivre CUPRAC
(cuivrigue Réduire Antioxidant Capacity) est une méthode de mesure du
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potentiel  antioxydant utilisée  généralement pour les polyphénols et les
vitamines C et E [36].

Le principe de ce test est basé sur la réduction de Cu?* en Cu* en
présence  des  antioxydants et de Néocuproine  (2,9-diméthyl-1 ,10-
phénanthroline) [37].

1.1.6. Stress oxydatif :

La production des espéces radicalaires de I’oxygeéne (ERO) et de leurs
dérivés est physiologique. Lorsque cette production dépasse les capacités de
défenses antioxydants de 1’organisme, cette rupture d’équilibre correspond a
I’état dit de « stress oxydant » [38]. Le stress oxydatif résulte d’un déséquilibre
de la balance « Pro-oxydants/antioxydants », ce qui se traduit par des dommages
oxydatifs de [D’ensemble des constituants cellulaires : les lipides avec
perturbations des membranes cellulaires, les protéines avec I’altération des
récepteurs et des enzymes et les acides nucléiques avec un risque de mutation et
de cancérisation. Un stress oxydatif peut donc se développer suite a une
surproduction de radicaux libres comme les espéces oxygénées activees (EOA)
et/ou a une diminution des systemes de défense antioxydants [39].
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Figure6 : La balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants [40].
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Introduction:

Dans cette partie, nous décrirons les méthodes théoriques utilisées pour
résoudre 1’équation de Schrodinger indépendante du temps. Ces méthodes sont basées
sur l’approximation de BornOppenheimer qui stipule une séparation entre les
mouvements des électrons et ceux des noyaux. Nous avons utilisé ces méthodes pour
déterminer I’activit¢ antioxydante, et les propriétés physicochimiques a 1’échelle
moléculaire (telles que : DI’énergie totale, les énergies HOMO et LUMO..) de quelques
molécules de I’extrait de la plante « Salvia Officinalis» ayant prouvé un potentiel
antioxydant d’apres la littérature.

Le comportement des molécules peut étre simulé de facon statistique ou
dynamique. Cette simulation inclut notamment la flexibilité des molécules en
solution, les mécanismes réactionnels, les interactions mises en jeu dans la catalyse
enzymatique, la reconnaissance ou la complexation, ect. La modélisation moléculaire
implique [I’utilisation des méthodes de calcul théoriques (mécanique moléculaire,
dynamique moléculaire, mécanique quantique ab-initio ou semi empirique,...)
permettant de déterminer la représentation graphique de la géométrie ou de la
configuration des atomes d’une molécule et d’évaluer les propriétés physico-
chimiques de la molécule étudiée. Elle associée a une représentation infographique
des stéréochimies permettant d’interpréter des phénomeénes physico-chimiques, de
suggérer des nouvelles expériences et d’analyser ainsi des résultats d’une fagon plus
critique que les expériences classiquement utilisees. Ces deux approches purement
théoriques ou expérimentales sont complémentaires.

La modélisation moléculaire a pour but de prévoir la structure et la
réactivité des molécules ou des systemes de molécules. Les méthodes de la
modélisation moléculaire peuvent étre rangées en trois catégories [41]:

e les méthodes quantiques.
e La mécanique moléculaire.
e Ladynamique moléculaire [42].

La théorie de la fonctionnelle de la densité (Density Functional Theory,
DFT), est devenue I'une des méthodes les plus utilisées, pour le calcul de la structure
électronique et la prédiction des propriétés physicochimiques des atomes et des
molécules [43].

I1.1-Généralités sur les méthodes de chimie quantique :

11.1.1. L’équation de Schrodinger :
La chimie quantique définit la structure moléculaire comme un noyau autour
duquel gravitent des électrons, qui sont décrit par leur probabilité de présence en un

12
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point et représentés par des orbitales [44]. La fonction d’onde d’un systéme composé
de N atomes et n ¢électrons est obtenue en résolvant 1’équation de Schrodinger
indépendante du temps suivante [45]:

AY=EY

Ou:

- H est 'opérateur hamiltonien totale du systéme.

- est la fonction d’onde totale du systéme.

- E est I’énergie totale du systeme. L’hamiltonien total d’une molécule comportant
N noyaux et n électrons, ou les noyaux sont désignés par A et B et les électrons par i
et j, est défini par la somme de cing termes (terme cinétique des électrons, terme de
répulsions électrons-électrons, terme d’attractions électronsnoyaux, terme cinétique
des noyaux et terme de répulsions noyaux-noyaux).

. =

H=T,+ V.. 4+ Vo + Tie + Viun

o 1 h? Z ZZ Z,e? h A, + ZyZge
2 m, = 4megry; = AmegTy; 2 41IEUM A = AmegRap

=1

Ou : h représente la constante de Planck réduite égale a la constante de Planck
divisée par 2m (h=h/2m); me est la masse de I’¢lectron ; e est la charge de I’¢lectron ;
Ma est la masse du noyau A ; raiest la distance entre 1’électron i et le noyau A ; Ras
est la distance entre les noyaux de I’atome A et de I'atome B dont les charges
nucléaires sont respectivement Za et Zg; Ai est le Laplacien.

Pour simplifier I’écriture d’une telle équation, on adaptera le systéme
d’unités atomiques de telle sorte que : h=1, me =1, e = 1 et 4n&o
D’ou I’expression de ’Hamiltonien devient :

1 4 1 u v
Syt ZZ It D
000 Z + Yai 2 MA A+ RAB

La résolution exacte de I’équation Schrodinger n’est possible que pour I’atome
d’hydrogéne et les systemes hydrogénoides (ils ne possedent qu’un seul électron).
Pour les systemes polyélectroniques, il est nécessaire de faire appel aux méthodes
d’approximation pour résoudre I’équation de Schrodinger d’une maniere approchée.

11.1.2-L’approximation de Born-Oppenheimer :

En 1927, Born et Oppenheimer ont proposé de simplifier la résolution de
I’équation de Schrodinger en séparant I’hamiltonien électronique He de 1’hamiltonien
nucléaire Hy dans la fonction d’onde.

13
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Cette approximation est basée sur le fait que les électrons se déplacent
beaucoup plus rapidement que les noyaux, ceci étant di a la masse beaucoup plus
faible des électrons (environ 1836 fois moindre de celle du proton). Par conséquent,
les électrons reagissent quasi instantanément & une modification de la position des
noyaux [46].

Dans le cadre de I’approximation de Born-Oppenheimer, 1’hamiltonien sera
décomposé en deux termes : un hamiltonien purement électronique et un hamiltonien
nucléaire L hamiltonien électronique s’écrit [47]:

Ee = Ae (r) + f”‘;e (r) + i}eN(T: R)

T

— 1 h? - e? = Z,e%
O S B
2 . Tij Yai

i=1 ° i A=1i=1

=

Et I’équation de Schrodinger purement électronique devient alors :

ﬁ;i};e (r,R) = EE(R)WE[TJ R)

L’énergie de Born-Oppenheimer, pour un ensemble de positions R des noyaux fixés est :
ER) = £.(R) + Vyy(r,R)

L’équation de Schrodinger nucléaire s’écrit :

HQWN(R) = Ey [R)WN(H)

Ou Wi (R) est la fonction d’onde nucléaire qui ne dépend pas des coordonnées électroniques .
Hn Est I’hamiltonien nucléaire qui s’écrit

Hy = Tu@) + E(R)

Cependant, 1’équation ainsi formulée ne peut étre résolue de maniére exacte
que pour les systemes hydrogénoides. Pour un systéeme poly électronique, il est
indispensable d’introduire de nouvelles approximations afin de décrire les électrons
en interaction. Deux approches sont connues, le premier fait appel a la fonction
d’onde, I'autre a la densité électronique.
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11.1.3. Approximation de Hartree-Fock ou SCF :

La méthode HF ou SCF (ou encore approximation du champ auto-cohérent)
[48-49] propose de résoudre I’équation de Schrodinger électronique en décrivant la
fonction d’onde électronique We sous la forme d’un seul déterminant de Slater [48],
composé de spin-orbitales ¢ monoélectriques supposées normalisées.

Pe(1,2,3 ..1) = 91(1). 92(2). 93(3) ... (1)

Sachant que chaque spin-orbitale est le produit d’une fonction de position @
relative a I’électron 1 et d’une fonction de spin os

p:(ni) = §,(ri).

On associe a la fonction de spin os deux formes : a pour le spin (1/2) et B pour
le spin (-1/2)
Pour un systeme a n électrons, ce déterminant est donneé par :

N @1(1) ?’2(1} ‘Pn[l)
WE(1J2:3 H) - ﬁ @1(2) (PZ[E} @?1[2)
e1(n) @ (n) @,(n)

(1/\n!) : Est le facteur de normalisation
L’¢énergie é€lectronique HF s’écrit sous la forme suivante :

JRCA)ALA
SR (AT

L’hamiltonien électronique He est donné par :

n n n
1
N

=1 i=1j=1 Y

Ou hi est I’opérateur mono-€électronique defini par :

1 NZ
A
hi:EﬂE_ -

Toas
e Al
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Le terme bielectronique 1/r i j ne peut étre resolu exactement, car il provoque le
couplage de tous les mouvements des électrons. Ce terme constitue une difficulté.
Toutes les méthodes de la chimie quantique different par leur fagon de prendre en
compte le terme bioélectronique.

L’approximation HF permet de résoudre le probleme du terme
biélectronique en introduisant 1’opérateur monoélectronique de Fock Fi. Elle revient
ainsi a considérer que les électrons sont indépendants et a ne prendre en compte
linteraction  électron -€électron qu’a travers un champ moyen de répulsion
coulombienne généré par les autres ¢électrons. Le champ moyen dans 1’opérateur
dépend de toutes les orbitales et doit étre déterminé de fagon itérative. On parle alors
de champ auto-cohérent SCF [51].

On peut exprimer I’énergie HF du systéme va donc s’écrire :

T mn
Eyr = Z Ei + ZZU:‘;‘ — Kij) + Vin
i=1

i= i=1 j=1

e Le terme Eireprésente I’énergie de la spin-orbitale ¢.

e Le terme J i représente l'intégrale de coulomb. Il correspond a la répulsion entre
deux électrons de deux orbitales différentes. Il peut é&tre interprété comme une
répulsion électrostatique classique.

Jis = (0.0, @| = o0, )

e Kjj est l'intégrale d’échange. Elles sont présentes pour rendre la fonction d’onde
antisymétrique. Elle s’exprime sous la forme suivante :

K = (0:(00;@)| | 0i@0;(0)

e Vnn est I’énergie de répulsion coulombienne des noyaux. Elle est introduite comme
parametre.

11.1.4. Meéthode de Hartree-Fock-Roothan : ’approximation LCAO :

La méthode de Hartree-Fock se base sur des orbitales moléculaires réelles
Wi c’est une méthode trés puissante mais les calculs sont trés couteux voir méme
impossible. Pour remédier a ce point Roothan et Hall [52], ont eu I’idée d’exprimer
ces orbitales en wune combinaison linéaire d’orbitales atomiques OM-CLOA plus
simple a utiliser conduisant a des expressions matricielles plus facile a résoudre.
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N
¥ = Z Cij;
i=1

Avec N le nombre de fonctions de base (nombre d’OA combinées), Ci j
désigne les coefficients des orbitales moléculaires supposés réelles et développés sur
les fonctions de base. ¢; Constituent les fonctions de base utilisées dans nos calculs. Si
cette base est complete, cela veut dire que les orbitales moléculaires sont « exactes ».

11.1.5. Méthodes Post Hartree-Fock : Concept de corrélation

Le modéle HF est tres utile pour prédire certaines propriétés atomiques ou
moléculaires, mais les méthodes post HF sont nécessaires pour retrouver 1’énergie de
corrélation. En effet un traitement plus poussé de la corrélation électronique peut se
révéler nécessaire pour I’obtention de certaines propriétés physicochimiques des
atomes et des molécules et de leurs réactivités [52].

L’¢énergie de corrélation d’un systéme correspond a la différence entre
I’énergic HF et I’énergie exacte non-relativiste du systéme :

Ecor = Eoxact — Epur

I1.2. Théorie de la Fonctionnelle de Densité (DFT) :
11.2.1. Fondement de la théorie DFT :

L’idée fondamentale de la DFT est que [Iénergie exacte de [I’état
fondamental d’un systéme moléculaire peut étre décrite a partir de sa seule densité
¢lectronique (p) [53-54].

L’intérét d’utiliser la densité électronique provient du fait qu’elle ne
dépend que des trois coordonnées spatiales au lieu de 3n dimension de la fonction
d’onde [55].

Avant d’aborder les fondements de la DFT, il parait essentiel de deéfinir la
quantité centralOe de cette théorie : la densité électronique (p).

La densité électronique p(r) est une fonction positive dépendant
uniquement des trois coordonnées de Il’espace (x, y, z). Cette quantité s’annule a
Iinfini et vaut N moins le nombre total d’électrons lorsqu’elle est intégrée sur tout
I’espace [56].
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plr—=x)=0
J’p(ﬂl dr=N

p(r) représente donc, par définition, la probabilit¢ de trouver un électron
dans un volume élémentaire (dr) défini par r.

p@) = [Iwerar=v

11.2.2. Approximations utilisées en DFT :
11.2.2.1. L’approximation de la densité locale (LDA) :

LDA est la plus simple parmi ces approximations, la densité est traitée
localement a partir d’un gaz d’électrons uniforme (homogéne) d’électrons [57].

L’¢énergie d’échange-corrélation est définie comme suit :

ELDA(p) = j' p(P)ere(p(r))dr

€ xc(p () c’est I’énergie d’échange — corrélation par électron uniforme de densité p (r).
11.2.2.2. L’approximation du gradient généralisé (GGA):

Pratiguement les systemes réels ne peuvent pas étre représentés par un
modeéle uniforme car on trouve que la plupart des systemes moléculaires sont plut6t
inhomogénes c¢’est-a-dire que la distribution des électrons n’est pas uniforme.

Au contraire de la LDA qui se base uniquement sur la densité électronique,
la GGA ajoute une nouvelle information sur le gradient de la densité, c’est-a-dire la
fonctionnelle d’échange corrélation en GGA prend en compte la densité ¢Electronique
ainsi que son gradient [57].En général, [I’énergic d’échange-corrélation est définie
dans I’approximation GGA comme :

ESE4(p,Vp) = f p()eec(p(), Vo(r))dr

11.2.2.3. Les méthodes hybrides B3LYP :

La troisitme génération des fonctionnelles d’échange-corrélation est la
génération des fonctionnelles hybrides. L’avantage de ces fonctionnelles c’est
qu’elles combinent une partie des méthodes GGA et une partie HF [57].

La fonctionnelle hybride B3LYP (Becke 3-parametres Lee-Yang-Parr)
consiste a une hybridation (mélange) de plusieurs fonctionnelles de différentes
méthodes comme le montre I’expression suivante [58] :

18



Chapitre 11 : Aspects théorique de la modélisation moléculaire

EietF = Ex0* + 0.20(EfF — ExP*) + 0.72(ESC4 — EgP4) + 0.81(ES — EZP4)

11.3. Etude de Pactivité antioxydante par la DFT :

Afin de corréler I’activité anti-oxydante expérimentale d’une molécule avec sa
structure chimique, nous avons utilisé plusieurs indices ou descripteurs, tels que :

e [ ’enthalpie de dissociation de la liaison hydrogene (de Il'abréviation anglaise Bond
Dissociation Enthalpy : BDE)

* Potentiel d'ionisation (IP).

* Affinité protonique : PA.

* Enthalpie de dissociation du proton (PDE).

* Enthalpie de transfert d'électrons (ETE) [59].

Le choix du descripteur est lié au type de mécanisme. Les terpénes inhibent les radicaux
libres par trois mécanismes [60] :

1-Transfer d’atome d’hydrogéne (HAT: hydrogen atom transfer):
R-H— R +H" BDE

2-Transfert d’un électron suivi de celui d’un proton (Single Electron Transfer — Proton
Transfer: SET-PT) :

R-H—->RH" +e¢ IP
RH*" — R +H" PDE

3-Transfert d’un proton suivi du départ d’un électron (Sequential Proton Loss Electron
Transfer: SPLET) :

R-H—->R +H"  PA

R-— R +e ETE

Alors que I'énergie de dissociation des liaisons (BDE) a été utilisée comme facteur clé pour
déterminer la capacité antioxydante du mécanisme HAT, le potentiel d'ionisation adiabatique
(IP) et I'enthalpie de dissociation des protons (PDE) ont été utilisés pour déterminer I'efficacité
antioxydante du mécanisme SET-PT, tandis que l'affinité du proton (PA) et l'enthalpie de
transfert d'électrons (ETE) ont été utilisées comme parameétres calculés pour étudier I'efficacité
antioxydante du mécanisme SPLET [61].
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Chapitre III : Les composés phénoliques

Introduction :

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires uniques au regne végétal et
se composent de plus de 8000 molécules extrémement diverses [62], Des simples molécules
phénoliques de faible poids moléculaire (par exemple, les acides phénoliques) aux composés
hautement polymeres (par exemple, les tanins) [63].

L'élément structurel de base qui caractérise toutes ces molécules est la présence d'au moins un
noyau benzénique, directement rattaché a au moins un groupement hydroxyle, libre ou
participant & une autre fonction éther, ester, hétéroglycoside [64].

C'est la molécule la plus simple de la famille des phénols. Il existe sous forme de solution
aqueuse (tamponnée ou non tamponnée) ou sous forme solide. Le phénol est un produit
hautement toxique qui nécessite des procedures spéciales de manipulation et d'élimination sdres.
Toxique par inhalation, par contact avec la peau ou les yeux et par ingestion. [65]. Les phénols

ont été classés en plusieurs classes selon leur squelette.

OH

Figure 1 : la structure de molécule phénol.
I11.1 Les propriétés physico-chimiques de phénol :
Dans des conditions normales de température et de pression, le phénol a une constante
molaire de congélation de 6,84 °C.kg/mol et une constante molaire d'ébullition de 3,54
°C.kg/mol. Il est de couleur blanc pur et a tendance a s'oxyder facilement au contact de lair,
produisant des traces de quinones et virant au rose puis au rouge. Le phénol est modérément
soluble dans I'eau a 25 °C (environ 80 g/l). Au-dessus de 65 °C, il fond dans n'importe quelle

proportion. 1l est également trés soluble dans de nombreux solvants organiques courants tels que

I'acétone, I'éthanol et lI'oxyde d'éthyle.

Le phénol peut réagir violemment avec les oxydants forts, et les réactions du phénol

avec de nombreuses substances (chlorure daluminium, nitrobenzene, nitrate de sodium) peuvent
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étre violentes. Le phénol liquide attaque certains métaux (plomb, zinc, aluminium) et
certains plastiques, notamment le polyéthyléne, a haute température. Le phénol est un produit
moyennement inflammable (point d'éclair 79°C dans des récipients fermés) et ses vapeurs
peuvent former des mélanges explosifs avec I'air (limites de volume 1,7 a 8,6) [65].

Tableaul : propriétés physiques de phénol.

Formule CeHsO

Masse molaire 94g/mol
Densité 1,073 g/cm®
Température de fusion 43°C
Température d’ébullition 182°C
Solubilité 76,049/l d’eau

Tableau 02 : principales classes des composes phénoliques selon le nombre de carbone [66] [67].

Nombre de C Classe Exemple/origine
C6 Phénols simple Hydroquinone, catéchol
Cé6-cl Acide phénols Acide salicylique acide p (oh) benzoique
C6-c3 Acide cinnamique |Acide caféique et féruliqgue (café, pomme)
Coumarines esculétine, scopolétine  (citron) ;  eugénol
(géroflier)
(C6-c3)2 Lignane Pinorésinol (pin)
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(C6-C3)n Lignine Bois, noyau des fruits
C6-c3-c6 Flavonoides

isoflavonoides

anthocyanes
(C6-c3-c6)2 Bi flavonoides Amentoflavone
(C6-C3-C6) n Proanthocyanes

111.2 Classification des composés phénoliques :

Une classification sommaire des composés phenoliques est donnée en Figure 6.

Figure 2 : Classification simplifiée des composés phénoliques.

Composés phénoliques

Polyphénols

Tannins

Apégenine, lutéoline, quercétine (fruits)
Pélargonidine, delphénidine et cyanidine

Procyanidines, prodelphinidines (raisin rouge)

simples

Composés phénoliques

Flavonoides

Acides phénoliques

Acides hydroxy
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111.3 Action et intérét des polyphénols :

Tous les polyphénols, en tant qu'antioxydants, peuvent piéger les radicaux libres que notre corps
produit ou forme en permanence en réponse aux agressions environnementales (tabac, polluants, infections,
etc.) et accélérer le vieillissement cellulaire par I'alimentation. Ces composés renforcent nos défenses
naturelles en protégeant les composants des tissus (lipides et autres macromolécules) du stress oxydatif et
préviennent diverses maladies chroniques associées au stress oxydatif, telles que le cancer, les maladies
cardiovasculaires et I'ostéoporose. De plus, parce qu'il interagit spécifiquement avec les récepteurs
cellulaires tels que les récepteurs aux cestrogénes des isoflavones de soja, il est possible de produire des
effets plus spécifiques sur I'organisme (par exemple, la suppression des bouffées de chaleur chez les

femmes ménopausees par les isoflavones [68].
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Introduction :

Notre travail est devisé en deux étapes :

La premiére étape vise a évaluer le pouvoir anti radicalaire ; par la méthode de
piegeage du radical libre DPPH, de deux séries de composés volatils, une série homologue
comportant des composés phénoliques qui sont : Resorcinol, pyrogallol, pyrocatéchol,
phénol, Hydroquinone et le Thymol. La deuxieme série comporte p-cymene, Géraniol,
Limonéne, comphor. Une série de composeés de réference a été testé dans les mémes
conditions. Cette derniére renferme : le BHT et la Vit C,

La deuxieme étape consiste a réaliser une étude théorique de I’activité antioxydante de
ces composés par la méthode DFT.

I.1.Lieu d’expérimentation :

Notre travail expérimental a éte réalisé au niveau du laboratoire pédagogique du
département de chimie, faculté des sciences, Université Blida-1-

I.2.Appareillage et produits :

1.2.1.Appareils :

v’ Le suivi de I’absorbance dans le domaine UV-Visible des molécules étudiées a
¢été réalisé a I’aide d’un spectrophotometre UV-Visible de type Novaspec de
marque Pharmacia Biotech.

v Les différentes pesées de précision ont été faites en utilisant une balance
analytique de type Explorer EX224 de la marque OHAUS.

v Le logiciel « Origin pro 2017 » a été utilisé pour tracer les différentes graphes.

v La partie théorique et quantique de ce travail a été effectuée par le logiciel
Gaussian09W.

v’ La représentation des molécules est réalisée grace aux logiciels ChemDraw Ultra
8.0, Chem3D Ulra 8.0 et Gauss View 5.0.

1.2.2.Produits chimiques utilisés :

Ce tableau représente I’ensemble des produits chimiques utilisés au cours de notre
travail expérimental.
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Tableau 3 : I’ensemble des produits chimiques utilisés de la série de référence.

Composé NOM Structure Masse
UPAC Formule _ 1
brute molaireg.mol
L’hydroxytolu-éne butylé |2,6-bis(1,1-
(BHT) dimethylethy1)-4- on CisH2¢0 | 550,35 g/mol
methylphenol
(5R)-[(1S)-1,2- L
Acide ascorbique Dihydroxyethyl]- |"~_A_: CoHeOs 1176 17 g/mol
(Vitamine C) 3,4-
dihydroxyfuran-
2(5H)-one
DPPH 2,2-diphényl 1- :
picrylhydrazyle Q ;Q/ C1sHi2NsOs 394,32 g/mol
N/N
H
Ethanol absolu éthanol H | 46,07 g/mol
% C,HeO

Tableau 4 : ’ensemble des produits chimiques utilisés de la série hétérogene.

Composé NOM IUPAC Structure Formule Masse
brute molaire
g.mol'1
P-cymene 1-méthyl-4-(1- méthyléthyl) CH, C10H14 | 134.21
benzene
HsC CHs
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Limonene 1-méthyl-4-prop-1-én-2-yl- CioH1s6
cyclohexéne 136,24
Camphor C10H160
Trimethylbicyclo[2.2.1]heptan- 152,23
0]
Géraniol (2E)-3,7-diméthylocta-2,6- CH, C10H180
154,25
AN
OH
H,yC CHs
Phénol oH CeHeO 94.11
Tableau 5 : ’ensemble des produits chimiques utilisés de la série homologue.
Composé NOM IUPAC Structure Formule Masse .
brute |[molaire g.mol”
Hydroquinone Benzene-1,4-diol
YA i _on| CoHsO2 110,11
HO
benzene-1,2-diol OH
’ CsHsO
pyrocatechol erie2 110,1
OH
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Pyrogallol benzéne-1,2,3-triol OH
ou 1,2,3- CoHeOs 126,11
trihydroxybenzéne |° OH
Resorcinol Benzene-1,3- HO on| CeHeO2 110,1
diol \©/
Phénol Phenol oH CeHsO 94.11
150,22
5-Methyl-2- CHy C1oH1.0
Thymol (propan-2-yl)
phénol
OH
HsC CHs

1.3.méthodes :

1.3.1 la méthode du piégeage du radical libre DPPH :

Pour étudier I’activité anti radicalaire des différents composés, nous avons choisi la
meéthode du DPPH.

Le test DPPH a été déterminé selon la méthode de Blois [69]. C’est une méthode
colorimétrigue basée sur la dégradation du radical DPPH° (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl)qui entraine un passage de la couleur violet (déterminée a 517nm) aux
jaune-verte.

Un antioxydant aura la capacité de céder I’hydrogéne ou un électron singulet au
radical synthétigue DPPH° de coloration violette pour le stabiliser en DPPHH, de
coloration jaune-verte (voir la figure N 1).
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O,N
N—N- NO; + RX-H - + RX®
O,N
DPPH® DPPH-H
(Forme oxydée) (Forme réduite)

Figure 9 : Schéma illustrant le principe du test du piégeage du radical stable DPPH®.

Pour chaque expérience, une courbe est réalisée pour représenter 1’évolution du
DPPH? résiduel en présence de I’échantillon a analyser et en fonction du temps. La mesure
de la décroissance de coloration violette au cours du temps permet de déterminer I’'1C50,
temps au bout duquel 50% de la coloration est perdue. Ainsi un antioxydant sera d’autant
plus efficace que sa valeur d’IC50 sera faible. Cinétique de mesure de la décroissance de la
coloration violette en présence de I’antioxydant pendant 30 min, ou plus suivant la
molécule.

1.3.2. Mode opératoire :

Le mode opératoire suivie est simplifié dans le schéma suivant :
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[ Préparation des échantillons }
Préparation de solution DPPH [Préparaton des solutions Meres

ﬁmg de DPPH sont dissout dans \ / \

100mL d’éthanol aprés agitation Solubilisation d’'une masse de
On mesure I'absorbance a 517nm chaque échantillon dans 10
D’une solution contenant 1mL de ml d’éthanol

La solution DPPH et 1mL d’éthanol

k ABSpppr = 0.57nm /

\/

/ Prélevement d’un volume V de la

Solution mere et ajuster jusqu’a 1mL
Avec I'éthanol, puis ajouter ImL de la
Solution de DPPH et laisser dans
L'obscurité a température ambiante

\ Pendant 30min /

Analyser I'absorbance par
Spectrophotometre UV-visible a
517nm

Figurel0 : Organigramme de mode opératoire suivi lors de test de DPPH.
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Les concentrations ainsi que les volumes de chaque échantillon sont donnés dans les

tableaux 4 et 5.

Tableau 6 : Concentration de la solution meére, différentes volumes et concentrations des

solutions testées de chaque échantillon.

Composés SM(mg/ml) V(ul) [C] (mg/ml)
0 0
2 1
Hydroquinone 0.0001 (mg/ml) 5 55
10 5
20 10
30 15
40 20
50 25
60 30
70 35
85 42.5
100 50
200 100
300 150
600 300
0 0
2 1
5 2.5
10 5
20 10
Pyrocatechol 0.0001 (mg/ml) 300 15
40 20
50 25
60 30
70 35
85 42.5
100 50
200 100
300 150
600 300
0 0
2 1
5 2.5
Pyrogallol 0.0001 (mg/ml) 10 3
20 10
30 15
40 20
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50 25
60 30
70 35
85 42.5
100 50
200 100
300 150
600 300
0 0
2 5
5 12.5
Resorcinol 0.0005 (mg/ml) 10 25
20 50
30 75
40 100
50 125
60 150
70 175
85 212.5
100 250
200 500
300 750
600 1500
800 2000
900 2250
1000 2500
0 0
Thymol 0.0001 (mg/ml) > 1
5 2.5
10 5
20 10
30 15
40 20
50 25
60 30
70 35
85 42.5
100 50
200 100
300 150
600 300
800 400
900 450
1000 500
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Tableau 7 : Concentration des solutions antioxydants des références, différentes
volumeset concentrations des solutions testées de chaque échantillon.

Composés SM(mg/ml) V(ul) [C] (mg/ml)
0 0
2 1
5 2.5
BHT 0.0001 (mg/ml) 10 5
20 10
30 15
40 20
50 25
60 30
70 35
85 42.5
100 50
200 100
300 150
600 300
800 400
900 450
1000 500
0 0
Vitamine C 0.0001 (mg/ml) 2 1
5 2.5
10 5
20 10
30 15
40 20
50 25
60 30
70 35
85 42.5
100 50
200 100
300 150
600 300

L’absorbance et les résultats de ’activité de piégeage du radical libre DPPH des
composés étudies en fonction de la concentration [mg/ml] sont regroupés dans le

tableau 6.
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Tableau 8 : Absorbance a 517nm et I’activité de piégeage du radical libre DPPH des
composes etudiés en fonction de la concentration [mg/ml].

Composés [C] Abs a 517 Activité
(mg/ml) nm (%)
Hydroquinone 0 0.57 0
2 0.563 1.21
5 0.559 1.99
10 0.554 2.79
20 0.545 4.37
30 0.538 5.67
40 0.489 14.17
50 0.441 22.61
60 0.366 35.75
70 0.305 46.63
85 0.272 52.39
100 0.225 60.54
200 0.191 66.54
300 0.151 73.45
600 0.119 79.20
0 0.58 0
2 0.57 1.73
Resorcinol 5 0.545 6.12
10 0.535 7.74
20 0.52 10.04
30 0.49 15.11
40 0.47 18.58
50 0.465 19.38
60 0.42 27.60
70 0.35 39.96
85 0.32 45.28
100 0.295 49.67
200 0.28 52.09
300 0.245 58.09
600 0.212 63.51
800 0.194 66.44
900 0.161 71.98
1000 0.14 75.63
0 0.575 0
2 0.572 0.61
Pyrocatéchol 5 0.563 2.17
10 0.549 4,52
20 0.532 7.56
30 0.473 17.75
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40 0.444 22.80
50 0.407 29.32
60 0.332 42.26
70 0.307 46.62
85 0.203 64.80
100 0.19 66.96
200 0.159 72.37
300 0.125 78.26
600 0.108 81.30
0 0.575 0
2 0.549 4.52
Pyrogallol 5 0.494 14.10
10 0.508 11.66
20 0.499 13.31
30 0.464 19.22
40 0.418 2731
50 0.378 34.27
60 0.332 42.18
70 0.274 52.35
85 0.208 63.73
100 0.154 73.21
200 0.058 89.82
300 0.056 90.17
600 0.038 93.31
0 0.554 0
2 0.544 1.81
BHT 5 0.539 271
10 0.534 3.61
20 0.517 6.69
30 0.504 9.13
40 0.486 12.31
50 0.472 14.83
60 0.442 20.32
70 0.435 2159
85 0.418 2458
100 0.398 28.21
200 0.367 33.77
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300 0.338 39.08
600 0.296 46.55
800 0.258 53.41
900 0.216 61.06
1000 0.172 69.02
0 0.553 0
_ 2 0.534 3.35
Vit C 5 0.522 5,52
10 0.508 8.15
20 0.468 15.27
30 0.443 19.80
40 0.415 24.90
50 0.392 29.09
60 0.385 30.36
70 0.309 44.06
85 0.267 51.66
100 0.189 65.72
200 0.135 75.59
300 0.049 91.03
600 0.029 94.65
0 0.555 0
Thymol 2 0.54 2.68
5 0.535 3.56
10 0.52 6.24
20 0.505 8.92
30 0.485 12.48
40 0.465 16.08
50 0.42 24.17
60 0.4 27.78
70 0.38 31.48
85 0.315 43.23
100 0.275 50.39
200 0.255 54.04
300 0.24 56.77
600 0.215 61.31
800 0.19 65.79
900 0.17 69.40
1000 0.14 74.81
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Introduction :

Dans ce chapitre nous exposons les résultats concernant la mesure de I’activité
antioxydante de la série homologue des produits volatils, cette série comporte :
I’Hydroquinone, le Pyrogallol, le Pyrocatéchol , le Résorcinol , le Phénol et Thymol.
L’activité antioxydante se fera par la méthode du piégeage du radical libre DPPH.

L’estimation de ’activité anti- radicalaire (AA) est donnée par la relation 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 dansl’éthanol.

ABS échantillon : absorbance a 517 nm de chaque échantillon.

Les résultats de ’activité de piégeage du radical libre DPPH et EC50 des composés
étudiés en fonction de la concentration [mg/ml] sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau 9 : Activité antioxydant, EC50 et courbe de variation de I’activité en fonction de
la concentration des composés étudies.

Compose Activité | EC50 Activité(%o)= f ([concentrations])
% (mg/ml)

0
121

1.99 0-
2.79 o
4.37
5.67
14.17
Hydroquinone 2261
35.75
46.63 J
52.39 oy A

60.54 e
6654 concentration (mg/ml)

73.45
79.20

@
=1
1

IS
o
1

L'activité moy (%)

IN)
o
1

38.5
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46.55
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L’activité de piégeage des radicaux de DPPH varie avec la concentration selon la
fonction de I’algorithme. Par conséquent, 1’activité augmentera linéairement jusqu’a trait
de 50%, Puis il y aura un point d’inflexion. En fin on atteint généralement un plateau ou
I’activité atteint un maximum quel que soit la quantité de matiére ajoutée.

Ec50=f(composés étudies)
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350
%‘ 300
=% 250
£ 200
g 150
w 100
50 I
,,m m m m m N
\ \ \ \
Q}\o ‘ 5‘0 o(\e, A{\c, ~Q,<‘Q’ 6‘0 & & \QO Q;z(\
o N N & O & N ©
\(\Q S N & < o) J O
Q © bﬁo NV q © F
R} 8

composés étudiés

Figure 11 : Histogramme de 1C50 en fonction des composés étudiés.
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Sachant que I’activité d’un composé est autant plus importante que son 1C50 est petit.
Nous remarquons :

» Les composés de la série de référence tels que BHT et Vit ¢ donnent 1’ordre de IC50 et
I’activité antioxydante suivant :

1C50vite< IC508HT alors Actvitc > ActeHT

La Vit C présente une meilleure activité que la BHT. Cela peut étre expliqué par
le fait qu’il présente quatre groupements hydroxyles en plus d’un hydrogeéne porté par un
carbone adjacent a une instauration éthylénique. Les mémes résultats sont obtenus par
plusieurs études on citera I’exemple des travaux de Malki et al [70].

Le BHT est un composé phénolique, son activité antioxydante est due
principalement a la présence du groupement hydroxyl phénolique. Par perte de son
hydrogéne donne le radical phénoxy qui est stabilise par effet mésomére du noyau
benzénique. Dans le cas de BHT, cette effet est renforcé par I’effet donneur inductif des
deux groupements tert- butyles et méthyles.
> Les composés de la série homologues tels que le résorcinol, Hydroquinone, Pyrogallol,

Pyrocatechol et Thymol donnent I’ordre d’IC50 et 1’activité antioxydante suivant :

1C50pyrogallol<l C50pyrocatechol <IC50Hydroquinone <IC50Thymot<IC50Resorcinol alors
Actpyrogallol>ACtPyrocatechol >ACtHydroquinone >ACtThymol>ACtResorcinol

Dans la méthode DPPH, I’activité dépend fortement de la structure du composé
testé. Comme décrit dans la littérature, les composés phénoliques présentent une activité
identique aux antioxydants de référence. L activité antioxydante dépend de 1’emplacement
des substituant sur le noyau aromatique. Cette derniére augmente avec 1’augmentation des
groupements fonctionnels phénoliques.
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Introduction :

La modélisation moléculaire est un terme général couvrant différentes techniques de
graphisme moléculaire et de chimie computationnelle pour afficher, simuler, analyser,
calculer et stocker les propriétes moléculaires. [71]

La modélisation informatique des molécules implique généralement une représentation
graphique de la géométrie ou de la configuration des atomes des molécules, suivie de
I'application de méthodes de calcul théoriques. [72]

Dans le but d’étudier théoriquement I’activité antioxydante de la série homologue des
composés phénoliques ; cing descripteurs moléculaires thermodynamiques (BDE, IP, PDE,
PA et ETE) des molécules testées ont été calculés pour proposer le mécanisme le plus
favorable de l'activité de piégeage des radicaux libres.

I. Méthodologie des calculs théoriques :

Les géométries d’équilibre ont été optimisées au niveau de calcul B3LYP/6-31G en
utilisant le programme Gaussian 09 et les structures ont été visualisés avec GaussView5.0.

En calculant les grandeurs énergétiques : BDE, IP, PDE, PA et I’ETE, nous avons
déterminé le site actif (c'est-a-dire le groupement OH le plus réactif) et par conséquent on
peut déduire le mécanisme le plus probable pour chacun des composés etudiés.

I.1. Détails des calculs théoriques :
» Calcul de la BDE :
BDE = H(ArO.) + H(H.) — H(ArOH)
» Calcul de I'IP :
IP= H(ArOH.+) + H(e-) — H(ArOH)
» Calcul de la PDE :
PDE = H(ArO.) + H(H+) — H(ArOH.+)
» Calcul de PA:
PA= H(ArO-) + H(H+) — H(ArOH)
» Calcul de ETE:
ETE = H(ArO.) + H(e-) — H(ArO-)
Avec:
H(ArOH) : Enthalpie de la molécule neutre
H(ArOL) : Enthalpie du radical
H(ArOH.+) : Enthalpie du radical cation
H(ArO-) : Enthalpie de I’anion
H(e-) : Enthalpie de I’électron
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H(H+) : Enthalpie du proton

Dans ces calculs, I'enthalpie du proton H+, du radical H. et celle de I'électron étant prises
des réferences et valent respectivement : 0.0024 Ha,-0.499 Ha et 0.0012 Ha. [73] [74] [75]
[76].
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Analyse des résultats de calcul théorique :

La géométrie des molécules optimisées est donnée dans les figures 1, 2 et 3 suivantes par le
logiciel Gausse View 5

BHT Vit C

Figure 12 : Géométrie de la série de référence.

Phénol Thymol

Figure 13 : Géometrie de la série homologue.
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Limonene Camphor

Figure 14 : Géométrie de la série Hétérogene.

I. Discussion des résultats théoriques :

Le calcul des fréquences vibrationnelles par le logiciel gaussian nous a permis de déterminer
les différentes déscripteurs. Les résultats obtenus sont présentés dans les tableaux suivants :

l.1.mécanisme HAT :
Les résultats des calculs sont résumés dans le tableau ci-dessus :

Tableau 10 : variation des valeurs de la BDE des composés étudiés.

Composeés étudiés BDE
Hydroquinone 73,794
Resorcinol 97,818
Pyrogallol 72 ,476
Phenol 78,500
Pyrocatéchol 73,857
Thymol 76,304
BHT 74,296
Vit C 71,409
P-cyméne 80.948
Comphor 95.38

51



Partie théorique Chapitre 11 : Résultats et discussion

Limonéne 79,504
Géraniol 90,36

Ec50=f(composés étudies)

400
350
E 300
> 250
£ 200
5150
D 100
50 I
o.M m m m m N
> > () o e > e N 3 A
T R S & S N TR
&QQO ?,)@, \~)\(\ S &\\* C\@ o‘(’
N & &00 S 1 &€ @
Q\\\

composés etudies

Figure 15 : Histogramme de la BDE en fonction des composés étudiés.

Le tableau 1 montre que la valeur de la BDE varie d’un composé a un autre. L’énergie de
dissociation de liaison (BDE) de la liaison O-H est un parametre important pour évaluer
’activité antioxydante [77]. En effet, plus cette liaison est faible, plus la réaction avec le radical
libre sera facilitée.

Les résultats donnés dans le tableau 1 précédent montrent que :

» Pour les hydrocarbures (C-H) qui ne possedent pas de liaison O-H donnent I’ordre de

BDEs suivant :
BDEComphor > BDEp-cyméne>BDELimonéne

La comparaison entre ces trois composés montre qu’ils ne possédent pas des propriétés

antioxydente.
> Les composés possédant des Liaisons O-H donnent I’ordre de BDE suivant :

BDERresorcino>BDE ¢ranio>B DEphénol>B DEthymot>BDEpyrocatécho>BD EHydroquinone>
BDEpyrpgaIIoI

La comparaison entre les BDEs de Résorcinol 97,818kcal/mol et 1’Hydroquinone
73,794Kcal/mol selon la position du groupement OH. Dans le Résorcinol le groupement OH est
en position méta donc sa BDE est plus grande que celle de 1’hydroquinone qui posséde un
groupement OH dans la position para.

Pour I’antioxydant de syntheses 1’ordre de BDE est :
BDEgHT>BDEVvitc

La BDE la plus faible71.409Kcal/mol est attribuée au Vit c.

La BDE la plus grande est attribuée au Résorcinol 97,818Kcal/mol.
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1.2. Mécanisme de SET-PT et SPLET:

Les résultats de calculs de PDE, ETE, IP et PA de chaque composé sont rassemblés dans le
tableau 3 :

Tableau 11 : les valeurs de IP, PDE, PA et ETE en Kcal /Mol

Composés PDE ETE 1P PA IP+PDE PA+ETE
étudiés
Hydroquinone | 213.852 | 33.195 175.324 355.981 389.176 389.176
Résorcinol 211.907 40.976 183.293 354.224 395.2 395.2
Pyrogallol 208.644 45.243 179.214 342.615 387.858 387.858
Phénol 205.255 | 38.027 188.627 355.855 393.882 393.882
Pyrocatéchol | 210.024 | 38.780 179.214 350.459 389.238 389.239
Thymol 215.923 | 29.367 175.763 362.319 391.686 391.686
BHT 226.464 38.277 163.212 362.318 389.676 400.595
Vit C 193.145 | 72.916 193.647 313.876 386.792 386.792
P-cyméne 210.463 | -32.505 185.866 428.834 396.329 396.329
Comphor 217.994 | 409.193 192.768 419.421 410.762 404.761
Limonene 213.530 | 346.254 181.535 48.631 394.885 394.855
Géraniol 235.062 20.206 170.68 385.536 405.742 405.742

Dans le mécanisme SET-PT : Nous remarquons que la valeur de la BDE pour toutes les
molécules étudiées est moins importante que celle de I’IP et PA, Sachant que plus la valeur de
I’enthalpie d’un descripteur est basse, plus son mécanisme est plus probable [78]. Cela veut dire
que le mécanisme de I’activité antioxydante régit par ces molécules est bien le HAT.

Plus I'IP est élevé, plus un électron peut étre éliminé difficilement. D’aprés le tableau 2,
nous observons que les IP le plus bas est celui de BHT avec une valeur de163.212 Kcal/mol. Et
I’IP le plus élevé est celui de VitC avec la valeur 193.647 Kcal/mol. Cela signifie que
I’élimination des électrons de ces moléculesest plus favorable dans 1’ordre suivant :

IPyitc > |Pcomphor> |Pphénol> |Pp—cyméne>|PRésorcinoI>|PIimonéne > |Ppyrocatécho| =
|Ppyroga|lo| > |PThymoI>|Phydroquinone> |Pgéraniol> |PBHT-

L’enthalpie de dissociation du proton PDE est la 2°™ étape qui caractérise ce mécanisme
(SET-PT), D’apres le tableau 2, parmi les composeés étudiés, la PDE la plus basse est de193.145
kcal/mol qui correspondent au vit C, tandis que la PDE la plus élevé est attribué au BHT avec la
valeur de226.464 Kcal/mol. La capacité de déprotonation des radicaux cationiques des composes
étudiés suit I’ordre suivant :

PDEGéranioI> PDEBHT> PD EComphor>PD EThymoI>P D EHydroquinone>PD Elimonéne
>PDEResorcinoI

>PDEP—cyméne> PDEPyrocatéchoI> PDEpyrogaIIoI>PDEphénol >PDEVitc
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Dans le mécanisme SPLET : Le mécanisme SPLET est caractérisé par deux étapes, le
premier est la perte d’un proton suivi par le descripteur PA, la deuxieme étape est la perte
d’¢électron suivi par le descripteur ETE.

Dans la premiere étape PA, le Limonene possede une valeur de PA la plus faible
48.631Kcal/mol alors que le PA le plus élevé est attribué au p-cymene avec la valeur de 428.834
Kcal/mol. Cela montre que la perte de protons est plus favorable pour le p-cymene. Les valeurs
de PA des composés étudié suivent I’ordre suivant :

PAP-cyméne> PAcomphor> PAGéranioI>PAThymol>PABHT>PAHydroquinone> PAphénoI>PAResorcinol

> PApyrocatéchol >Ppyrogallo™>PAvitc> PALimonene

Dans la deuxiéme étape ETE, le p-cymeéne posseéde une valeur d’ETE la plus faible
-32.505Kcal/mol alors que ’ETE le plus élevé est attribué au comphor avec la valeur de
409.193Kcal/mol. Les valeurs d’ETE des composés étudié suivent I’ordre suivant :

ETEcomphor>ETELimonéne>ETEVitc>ETEpyrogalIol>ETEResorcinoI>ETEpyrocatéchoI>ETEBHT
>ETEphénoI> ETEHyroquinone>ETEThymoI>ETEGéranioI> ETEP-cyméne-

A travers les résultats de tableau 2 nous observons que la premiere étape de
mécanisme HAT nécessite une énergie tres élevé par rapport au mécanisme SET-PT et
SPLET. Donc le mécanisme HAT est le plus favorable et qui décrit correctement I’activité
antioxydante des composés étudiés.
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Conclusion générale

Le but de notre travail est de trouver la relation entre I’étude théorique et expérimentale de
’activité antioxydant des composés : Pyrogallol, Pyrocatéchol , Hydroquinone , Résorcinol,
Phénol, Thymol, BHT , Vit ¢, p-cyméne , Géraniol, camphor et limonéne.

Dans la premiére partie du travail, nous avons mesuré expérimentalement I’activité du
piégeage du radical libre (Diphényl picryl hydrazyl) DPPH de ces composés et ce dernier est
sensible a la structure des composés étudies .  Les résultats ont montré que I’activité
antioxydante d’un composé est autant plus importante que son 1C50 est petit.

L’effet de la fonction phénolique sur I’augmentation de D’activité antioxydante a été
démontré par le test DPPH, la position des substituant sur le cycle aromatique peut également
modifier cette activité. On remarque que la VitC presente une meilleure activite que le BHT.
Les composes phénoliques présentent des activités semblables a celui de BHT. Pour la série
homologue, I’activité anti-oxydante dépend fortement de la structure du composé testé.

Dans la deuxieme partie du travail, nous avons étudié théoriquement par la méthode DFT
I’optimisation de la géométrie des composés et les calculs des enthalpies qui nous a permet de
calculer les descripteurs moléculaires BDE,PA,PI,PDE et ETE décrivant les trois mécanismes
HAT, SET-PT et SPLET.Les résultats ont monté que le mécanisme HAT est plus favorable
Que SET-PT et SPLET et qui décrit correctement I’activité antioxydante des composés
étudies car il nécessite une énergie trés élevé par rapport au mécanisme SET-PT et SPLET.

En perspective nous nous proposons d’étudier la synergiec des mélanges binaires entres ces
composes theoriquement par la méthode DFT et les comparer expérimentalement par la
méthode de blanchiment de la B-caroténe.
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