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Résumé :

L'objectif de notre travail est I'étude expérimentale et théorique de ['activité
antioxydant des composés phénoliques ,1-naphtol, 2-naphtol, Thymol .des antioxydants de
synthése BHT et Vitamine C sont utilisés comme des références. Dans I'étude expérimentale
en utilisé la méthode de piégeage du radical libre DPPH dans I'éthanol, Les résultats montre
gue la vitamine C présente une meilleure activité antioxydant que le BHT. La comparaison de
1-naphtol et 2-naphtol montre que le 2-naphtol présente une meilleure activité que le 1-
naphtol, cela est probablement un effet stérique qu'il emporte. Le thymol présente une
activité inférieure a celle de 1-naphtol ce la peut étre expliqué que la diminution de la
longueur de la chaine des doubles liaisons conjuguer. Pour la corrélation théorique les
résultats obtenus montrent que les valeurs de BDE calculées ou niveau de la théorie DFT
(fonctionnelle hybride B3LYP) et la base 6-31G en phase gazeuse sont en bon accord avec
I'ordre du pouvoir antioxydant cela confirme que le mécanisme HAT est le plus favorable
pour les composé étudiés Et Le calcul de BDE de I'adduit (2-naphtol, p-cymene) a donné la
valeur de 79.07 Kcal/mol en comparant cette valeur avec celle de 2-naphtol (76.56
Kcal/mol), on peux conclure qu'il n'existe pas un effet de synergie entre 2-naphtol et p-

cymene .
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Abstract:

The objective of our work is the experimental and theoretical study of the
antioxidant activity of phenolic compounds, 1-naphthol, 2-naphthol, Thymol.

BHT and Vitamin C synthetic antioxidants are used as references.

In the experimental study using the method of trapping the free radical DPPH
in ethanol, the results show that vitamin C has better antioxidant activity than
BHT. The comparison of 1-naphtol and 2-naphtol shows that 2-naphtol has

better activity than 1-naphtol, it is probably a steric effect that it carries.

Thymol has a lower activity than 1-naphtol it can be explained that the
dimination of the length of the double laison chain conjugate. For the
theoretical correlation, the results obtained show that the calculated BDE
values or level of the DFT theory (hybrid functional B3LYP) and the 6-31G base
in the gas phase are in good harmony with the order of antioxidant power this
confirms that the HAT mechanism is the most favorable for the compounds
studied ,And the BDE calculation of the adduct (2-naphtol, p-cymene) gave the
value of 79.07 Kcal/mol by comparing this value with that of 2-naphtol (76.56
Kcal/mol), we can conclude that there is no synergy effect between 2-naphtol

and p-cymene.

VI



SOMMAIRE

/

- _
)T



SOMMAIRE:

REIMCTCIEINENES e evueerenserasersnseresserasssssscsnssssssesassssnssssssesassesnsssassssnssssssssassssnsssnnsssnsssnnses |
0 s TN !
DEATCACE. covvrrunnrrenriiiiiiississnnnnnetiiiisssssssssssssssstttsssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssns [
RESUME ©....ceeeeiiiiiiiiiiiinnennnnnntnssssssssssssnn s s s s s s ssssssssssssssssssssssssnnsnnssssssssssses v
T Vv
Y ¢ 1 Lot Vi
SOMMAIRE: .....cuuueeriiiiiiiiiiiiinnnnnenniiiiiiiissssssssssssiissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss Vil
Liste des abréviations : ..........ccccccviennnnnnnnniniisissneenennssnsessssssnssssssssseees Xi
41 o To [T 1T o N 2
00 R o o [¥T o ' o N 5
0720 0 T3 15 T3 4 o T o SN 5
1.3. Type des radicauX libre......cveeeceiiiieecieiiieneceiiieeeceeeteennceenrennscesssnnssssssenns 5
1.3.1. Especes réactives de I'oxygeéne les ERO.......cccccceeeerrreennccerrennncceeneennncceneens 6
1.3.2. Espéeces réactive de I'azote ERA..........coireeeciirieeenciiitrnnnccenrennseceensensseseenens 7
1.4. Sources de production des radicaux libres........ccccceeeerrreeeccerreeenceennennnceennens 7
1.5. Stress OXydatif : ......cciiiieeiiiiiienieiirreeceeerrenneeerrennneeereennseeesennsssessennnssesanns 8
1.6. ANTIOXYAANTS :...ieeeeeiiiiiiienieitienneeeerennseeeteensseeeseennsssesseenssssssenssssssssnnsssssesans 8
O 500 B 0 T3 15 T { Lo T N 8
1.6.2. Classification des antioxydants : .......ccccccceeeerreenncieitiennnceenrennncceeneennsceeeeens 9
1.6.2.1. Antioxydants eNdOBENES : .......cccceriiireeemeeniiiiciiiineeennnnissseeesseeeennnnnssnnes 9

VI



1.6.2.2. Les antioxydants EXOZENES :.....ccccerrreeeemmnnnceeeeerrreennnnnsssssssessesesnnnnnssnnes 9

1.6.2.2.1. Les antioxydants naturels :.....ccccccoireeiiiiiiieeiiiniieniiciineeiiinneesnnee. 9
1.6.2.2.2. Les antioxydants synthétiques : ......ccccccceeeeiirrrireeeeeenccceeeeeeeeeeennnnneenn. 9
1.7. Méthode d'évaluation des propriétés antioxydants :.........cccccrreeevennnnee. 10
1.7.1. Méthode du piégeage du radical libre DPPH :........ccceueceeeeerrrrreeeennnnennn. 10
2.1, INtroduction :@......cccciiiiiiiiiiiininnn s 13
2.2. La chimie qUaNtiqUE : .....cciiieeeiiiiiieeiiiiiieneccinrennseeennenssseesnennsssssssnssssssssans 13
2.4. La théorie fonctionnelle de la densité (DFT) :cceeuierieeenciiriennecerrennenceeeenns 14
2.5. Etude de I'activité antioxydant par DFT : ......cceeeeeeensneesnessesssesseesseessessees 14
2.5.1. Transfert d’atome d’hydrogéne (HAT) : c..cceeerrrrrreeeeeeencccceeeeneeeennnnnnneees 14
2.5.2. Transfert d'électron unique et transfert de proton (SET-PT) : .............. 15
2.5.3. Transfert séquentiel d'électrons avec perte de protons (SPLET) .......... 15
Synthese bibliographique sur 1a Synergie.....c.cccciiveeecceiireeencceireennceenneenncceennens 18
000 R o T (W7 o ' o TN 23
1.2. Appareillage et produit :........ccceeeeiiiieriiiiiinnieeiiieeeeeenneenneeenrennsseeessnnseenns 23
1.2.1. APPArQIlS feeeiiieeeiiiiitieieettteneceeteenneeeeerennsseeeerennsseesennsssesssnnssssssnnnsnnnes 23
1.2.2. Produits ChimigUes : ...c...ciiieeeeiiiiienenceiittennceeenrennseeeenennsseesessnnssessssnnsssenes 24
R TR 1T/ 14 T T 1= N 25
1.3.1. Préparation de la solution de DPPH : .........ccoireeeiiiirrennncceniennncenneennnenns 25
1.3.2. Préparation des solutions meéres et filles : ......ccceeeerrreeerceirreeeccerneennnenns 25
O 0y 2 |/ = = =Y N 30
L Y o I 8 2 =3 | 31

Vil



RESULTATS ET DISCUSSIONS .....oitieeiiiiriiniiiniinneiiniieeeiiinienesiinniessesiseesssne 31

P R 131 3o o 11 o1 o T 32
2.2. PrinCipe de DPPH :.....ceuiiirieciiitieeecenireneeeennennesesnnensssssnsnnsssssssnnsssssssans 32
Conclusion GENETAle :......ccccvuumeririiiiiiiiiinnrnrr e ssssns s s s seeas 47
Références BibliographiqUes :.......ceccceeeiiiiiireeeeenncceeeeerieeenennsssseeeseeeseeennnsnssnnes 49



Liste des abréviations :

umol : micromole.

ABS : Absorbance.

ABTS: (2, 2-azinobis (3-éthyle-benzothiazoline-6-sulphonate).

ADN: acide désoxyribonucléique.

BHA: butylated hydroxyanisole.

BHT: butylated hydroxytoluene.

C: concentration.

DPPH : 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl.

ERA : Especes réactives de |'azote.

ERO :Espeéce réactives de |'oxygene.

FRAP : capacités réductrices ferriques d'antioxydants.

Mg: Milligramme.

Ml : Millilitre.

Moye: moyenne.

NO : I'oxyde nitrigue radicalaire.

ONOO : I'anion peroxynitrite.

ORAC : capacités d'absorbance du radicale de I'oxygéne.

OS : stress oxydatif.

S : somme.

VP : Volume prélevé, Volume prélevé

DFT:Théoriedelafonctionnelledeladensité.

ERN:Lesespecesréactivesdel’azote.

ERO: Les especesréactivesd’oxygene.

ETE:L’enthalpiedetransfertd’électrons.

FRAP : Pouvoir antioxydant réducteur ferrique.

HAT:Transfert d'atome d'hydrogene.

I: potentiel d'ionisation.

IP:Potentield’ionisation.

NOS:oxydenitriquesynthase.

PA:L’affinitéduProton.

PDE:Energiededissociationdu proton.

SET-PT:Transfertd'électronuniqueettransfertdeproton.

SPLET:Transfertséquentield'électronsavecpertedeprotons.

TRAP:Pouvoirantioxydanttotaldepiégeagedesradicaux.

X







INTRODUCTION

Introduction

Les radicaux libres sont des molécules instables, qui possede un électron non apparié

sue sa couche externe, Ceci les rend tres réactifs.

Les antioxydants sont des composés qui agissent rapidement avec les radicaux libres

pour les neutralisés (retrouver leur stabilité).

Quand les radicauxlibres sont produits en grandes quantités par rapport a des
antioxydants, ils engendrent des problémes de santé notamment le cancer le vieillissement

et les maladies cardiaque.

Pour cette raison que la communauté scientifique est la recherche des nouvelles

molécules données d’une activité antioxydants intéressante.

Actuellement les antioxydants sont largement utilisés dans différents domaines : additifs

alimentaires, cosmétique, médicinal...etc.
Les antioxydants synthétiques sont les plus utilisé tel que le BHT et BHA.

Dans ce contexte, notre travail consistera en I'étude de I'activité antioxydants des

composés phénoliques : 1-Naphtol, 2-Naphtol, Thymol.

L’étude de I'activité antioxydants de ces composés sera réalisée expérimentalement par la
méthode du piégeage du radical libre 2,2-diphényl 1-picrylhdogyle (DPPH) et théoriquement

par la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT).
Ce travail est partagé sur deux parties :
Partie bibliographique qui comporte d’une introduction générale et trois chapitres :

» Le premier chapitre est consacré a des généralités sur les radicaux libres, leurs
sources, type, le stress oxydatif, ainsi que les antioxydants et leur mécanisme
d’action.

» Le deuxiéme Chapitre sur la DFT et Ses différents indices et mécanismes.

» Le troisieme chapitre comporte préambule sur la synergie.

La deuxiéme partie est dédiée aux résultats obtenus suivie de leur discussion, et nous

terminons par une conclusion générale.
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ACTIVITE ANTIOXYDANT RADICAUX
LIBRES




CHAPITRE I:ACTIVITE ANTIOXYDANT RADICAUX LIBRES

1.1. Introduction

Les radicaux libres sont des moléculesinstable, ils sont a I'origine d’un stress oxydatif
qui joué un réle Dans différents troubles ou maladie (I'asthme, le cancer, le diabéte, les
maladies cardiaques ...).Pour se protéger, contre les dommages causés par les radicaux libre,
on aux les antioxydants qui est capable d’éliminé ces radicaux libre [1][2].

1.2. Définition

Des radicaux libre ou forme de I'oxygéne (FRO) Ce sont des espéeces chimique (Atome
ou molécule), qui possede un ou plusieurs électrons non apparie, sur sa couche externe.

Electrons appariés g Electron célibataire
= stabilité (D)= instabilité
"2(‘ , :-\ ™ h
\ _/ \ _J

Atome stable Perte d'un électron Radical it

Figurel :lllustration de la différence entre une molécule stable et un radical libre.

Ces radicaux a toujours tendance a capturer des électrons pour remplir son orbital de
valence, et provoquant des réactions en chaine [3].

Généralement un radical libre se forme comme suit :

Reéactions chimiques de formation des radicaux libres

Par dismutation

O & O @+ — &

Scission homolytique de i3 liaison covalente Reduction monogélectronique

=3 = - .+
- + G © < O©

Scission hétarolytique de ia liaison covalente Oxydation monosélactronique

Figure 2: Réactions chimiques de formation des radicaux libre.

1.3. Type des radicaux libre

Il existe deux types de radicaux libres dans I'organisme:



CHAPITRE I:ACTIVITE ANTIOXYDANT RADICAUX LIBRES

1.3.1. Espeéces réactives de I'oxygéne les ERO

Les ERO (Especes Réactives de I'oxygene) sont formées au cours du processus de
respiration cellulaire. Le Radical Anion SuperoxydeO2e- est formé a partir du dioxyde
d’oxygene02 en présence de l'’enzyme Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
(NADPH) [4], il est ensuite transformé en peroxyde d’hydrogeneH202 par le
superoxydedismutase(SOD).

La réduction de ce dernier par la réaction de Fenton ou par un radical superoxyde
mene au radical hydroxylHOe. |l peut également étre transformé en acide hypochloreux
HOClpar 'enzyme Myélopéroxydase (MPO).

Uxygene singuiet Oxygene Peroxyde d hydrogenes
Lumidre UV

: 02 oz — H2°2

Arginine NADaPH o:: fxf
mitochondri 2 &4
 re

Fo™*

NO' o,
Monoxyde d’azote Anion superoxyde

HOCI
Acide hypochloreux

ONOO |———> | OH"
Peroxynitrite Radical hydroxyle

F L T N ey

Activation
des cascades
de kinases

Nitration des
protéines

Oxydation Peroxydation Oxydation de
des protéines lipidique L'ADN

Figure 3 : Les principales espéeces réactivent de I'oxygene



CHAPITRE I:ACTIVITE ANTIOXYDANT RADICAUX LIBRES

1.3.2. Espeéces réactive de I'azote ERA

Les ERA (Espéces Réactives d’Azote) : comportent le monoxyde d’azote NO° est
synthétisé a partir de I'acide aminé L-arginine et d’'une molécule d’oxygéne en présence de
I'oxyde nitrique synthase (NOS). Le NO' interagit avec le radical anion superoxyde pour
conduire a I'anion peroxynitrite ONOO, un oxydant puissant des tissus biologiques [5][6].

1) L-arginine eNOS (endothelial NOS)
NOS NO iNOS (inducible NOS)
citrulline NNOS (neuronal NOS)
2) NO + O, —» N,O, + thiols —» RSNO
1

nitrosation

3)NO+ O, —» ONOO +H* ——%» ONOOH —» NO,
8
direct oxidation ‘OH +"NO,

4) Fe?* + H,O, ——» Fe3 + OH
5) Fe3* + NO ——» Fe?*(NO*)
6) "OH + NO —» HNO,

NO, GSH RSNO
Fe,(NOY)
trans-nitrosation
HNO,
N2°3
GSNO RSH

NO* carriers
(nitrosating species)

Figure 4 :Espéces réactive de I'azote ERN

1.4. Sources de production des radicaux libres

Les différents facteurs de production des radicaux libres sont classés en deux facteurs :

Tableau 1 :présente les endogéne et exogene

Endogéne Exogéne

e Mitochondries o Cigarette

e Phagocytoses e Radiation ionisante

e Xanthine e Pollutions diverses

e Métaux de transition e Rayonnement UV

e Peroxysomes e Produits chimique & Médicaments
e Exercice

¢ Inflammation

® Chocischémique




CHAPITRE I:ACTIVITE ANTIOXYDANT RADICAUX LIBRES

1.5. Stress oxydatif :

Le stress oxydant se définit par un déséquilibre entre la production d’especes
radicalaires (ou réactives) de I'oxygene (ERO) et les capacités cellulaires antioxydants [7]. Les
ROS sont présents de maniere intracellulaire a des doses appropriées.

Leur concentration est régulée par l'équilibre entre les taux de production et
d'élimination par le systeme antioxydant [8]. Ainsi, au repos, la balance entre antioxydants
et pro-oxydants (balance redox) doit étre équilibrée. Cependant, cette homéostasie redox
peut étre perturbée par une production excessive de ROS (e.g. vieillissement et
athérosclérose) ou une capacité antioxydant réduite (e.g. obésité et tabagisme). C'est ce
gu'on appelle le stress oxydatif. Un tel déséquilibre pourrait étre déclenché de maniere
régulée par l'activation du systéme de production de ROS. La réponse antioxydant est
efficace pour compenser cette production et le déséquilibre est temporaire Réaction
d'oxydation insuffisante. Les déséquilibres sont permanents. Il existe plusieurs causes
possibles a cette perturbation de I'homéostasie redox.

Stress exogéne (pro-oxydant d( aux influences environnementales), empoisonnement
aux métaux lourds, rayonnement, carence alimentaire en antioxydants ou anomalies
génétiques.

1.6. Antioxydants :

1.6.1. Définition :

Les antioxydants sont des molécules qui inhibent ou empéchent I'oxydation d'autres
produits chimiques. C'est une molécule qui peut neutraliser les formes actives de I'oxygene,
nous permettant de maintenir des niveaux non cytotoxiques de radicaux libres au niveau
cellulaire et biologique [9]. L'oxydation fait partie d'une réaction redox dans laquelle des
électrons sont transférés d'une substance a un oxydant. Cette réaction peut générer des
radicaux libres qui déclenchent des réactions en chaine destructrices [10].

Les antioxydants peuvent arréter ou ralentir ces réactions en chaine en réduisant avec
les radicaux libres pour annuler leurs effets. Ces propriétés se retrouvent couramment dans

les familles des thiols et des phénols.

Les antioxydants peuvent étre des enzymes ou des molécules simples, certains sont
produits par l'organisme, ce sont des antioxydants endogénes, ou proviennent de

I'alimentation et sont exogenes [11].
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1.6.2. Classification des antioxydants :
1.6.2.1. Antioxydants endogénes :

Les antioxydants endogénes sont des enzymes ou protéines antioxydants
(Superoxydedismutase, Catalase, et Glutathion peroxydase) élaborés par notre organisme
avec l'aide de certains minéraux. Elles sont présentes en permanence dans I'organisme mais
leur quantité diminue avec l'age [12].

1.6.2.2. Les antioxydants Exogénes :

Ce type d’antioxydants est extrémement riche et diversifié ; il est apporté
essentiellement par notre alimentation ; il comporte :

1.6.2.2.1. Les antioxydants naturels :

Les antioxydants naturels sont présents dans toutes les parties des plantes
supérieures. Elles incluent le béta caroténe, I'albumine, la vitamine C et les composés
phénoliques [13].

1.6.2.2.2. Les antioxydants synthétiques :

L'extraction des antioxydants naturels est co(iteuse et ils sont de moins en moins disponibles
d( a leur caractére saisonnier [14]. C'est pour cette raison que d'autres antioxydants ont été
synthétisés [15] sans grande difficulté et avec des bons rendements. Les plus utilisés pour la
conservation des produits alimentaires et pharmaceutiques sont :

» Le BHT (c) ou 2,6-di-tert-butyl-4-méthoxyphénol. C’est un Antioxydant utilisé comme
conservateur dans l'industrie alimentaire.

Figure 5 : Structure chimique de BHT.

» Le BHA (butylatedhydroxyanisole) également utilisé dans domaine alimentaire
comme conservateur. |l possede deux isomeres : le 3-tert-butyl-4-méthoxyphénol (1)
et le 2-tert- butyl-4-méthoxyphénol (Il). L'isomeére Il a une activité antioxydante plus
élevée que l'isomere | [16].
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Figure 6 : structure chimique des isomere | et Il.

1.7. Méthode d'évaluation des propriétés antioxydants :

Il existe plusieurs méthodes de mesure de I'activité antioxydante, nommeées d’apres la
substance utilisée comme source de radicaux libres, par exemple [17,18,19]:

* La méthode du piégeage du radical libre DPPHe (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (Brand-
Williams et al1995).

* La méthode d’ORAC (Capacité d’absorbance du radical de I'oxygene) (Cao et al.,1993).
* La méthode FRAP (Capacités réductrices ferriques d’antioxydants) (Benzie et Strain,1996)

e La méthode d’ABTS (2,2-azinobis (3-éthyle-benzothiazoline-6-sulphonate) ou TEAC
(Capacité antioxydante équivalente de Trolox) (Miller et al., 1993).

* La méthode de blanchissement de la B-caroténe (Sun et Ho, 2005).

1.7.1. Méthode du piégeage du radical libre DPPH :

Le radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) est généralement le plus couramment
utilisé pour I'évaluation rapide et directe de I'activité antioxydant en raison de la stabilité de
sa forme radicalaire et de la simplicité de sa méthode d'analyse.

Il'y a un maximum d'absorption vers 515-520 nm (violet). En présence d'antioxydants,
la réduction du DPPH (transfert d'hydrogene du phénol ou C—H vers les radicaux libres) peut
étre facilement surveillée par spectroscopie UV-Vis [20].

En général, peu de résultats cinétiques ont été rapportés, mais la principale réponse
discutée dans cette étude est le parametre EC50. Cela correspond a la quantité
d'antioxydant nécessaire et efficace pour neutraliser 50% de la quantité initiale de radicaux
libres.

La popularité de ce test est due a sa facilité d'utilisation, son analyse rapide, son
excellente sensibilité et sa forte absorption des radicaux libres DPPH. Cependant, les
données générées par cette méthode doivent étre traitées avec une grande prudence, car ce
test dépend fortement de I'encombrement stérique du solvant et du composé [21].
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Figure 7 : Réaction du DPPH" Avec un antioxydant
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2.1. Introduction :

Le développement des outils informatiques au cours des deux derniéres décennies a
considérablement augmenté le nombre d'études théoriques [22][23]. En effet, dans de
nombreux domaines de la chimie, la quantité de données et d'informations générées par la
recherche ne peut pas étre traitée et analysée par les techniques de calcul développées dans
le calcul. Chimie appelée chemoinformatics ou (en anglais, computationalchemistry). Leurs
applications peuvent étre de diverses natures, telles que I'élucidation et I'analyse de Ia
structure chimique, le traitement de l'information chimique et méme la chimie théorique
[24].

L'utilisation de méthodes théoriques pour créer des modeles capables de prédire et de
comprendre la structure, les propriétés et les interactions des molécules est appelée «
modélisation moléculaire ». Cela permet de fournir des informations qui ne peuvent pas étre
obtenues expérimentalement et joue un rble de complément d'information en chimie
expérimentale [25]. La prédiction de la réactivité et de la sélectivité des processus chimiques
est trés importante. Il est essentiellement basé sur deux modeles qualitatifs, le premier est
la théorie orbitale frontiere et le second est la théorie conceptuelle de la fonctionnelle de
densité DFT.

2.2. La chimie quantique :

La chimie quantique est I'application de la mécanique quantique ; quiapplique la
mécanique quantigue aux systemes moléculaires pour étudier les processus et les propriétés
structurelles (forme, fréquences vibratoires, etc.), énergétiques (énergies de liaison,
énergies d'excitation, etc.) et réactions (barrieéres d'activation, produits chimiques). C'est le
domaine de la physique, chimie. En appliquant les lois de la mécanique ondulatoire aux
électrons, on comprend les liaisons moléculaires, etc. [26].

2.3. Les Méthode quantique :

Les méthodes quantiques sont basées sur des calculs d'orbitales moléculaires (MO). Sa
complexité augmente rapidement avec le nombre d'électrons. Voici les principales variantes

» Méthode semi-empiriques.

» Méthode de champ auto-cohérent (SCF).

» La méthode est basée sur les fonctionnelles de densité (Densityfonctionnel Theory,
DFT) [27].

13
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2.4. La théorie fonctionnelle de la densité (DFT) :

La théorie fonctionnelle de la densité (DensityFunctional Theory) est un outil
mathématique pour résoudre des problemes a plusieurs corps et étudier la structure
électronique de maniere exact. La DFT a été réellement établie avec |'apparition des
théorémes exacts d’'Hohenberg et Kohn en 1964, qui relient I'énergie de I'état fondamental
et sa densité de facon unique. Les calculs sont basés sur le calcul de la densité électronique
p(r) pour déterminer I'énergie du systeme. La densité est calculée a I'aide du déterminant de
Slater, qui nécessite une base pour les orbitales atomiques. Une approximation est
nécessaire pour calculer I'énergie [28]. L'objectif principal de DFT est de remplacer la
fonction d’onde multiélectronique par la densité électronique en tant que quantité de bas
pour les calculs[29].

2.5. Etude de I'activité antioxydant par DFT :

Grace a cette méthode, il est possible d'étudier I'activité anti radicalaire des molécules,
ou du moins de prédire les sites radicalaires, a travers trois mécanismes majeurs : HAT
(transfert d'atome d'hydrogene), SET-PT (transfert d'électron unique et transfert de proton).
Transfert et SPLET (transfert successif d'électrons avec perte de protons). Chacun est
caractérisé par des parameétres thermodynamiques et thermochimiques. Les propriétés
thermochimiques de la premiere étape de chaque mécanisme déterminent la probabilité de
la voie de réaction [30].

2.5.1. Transfert d’atome d’hydrogéne (HAT) :
Ce mécanisme de réaction correspond au transfert d'un atome d'hydrogene, en une

seule étape dans lequel le radical extrait I'hydrogéne par clivage homolytique du groupe
hydroxyle [31].

R-H-R +H’

Ce mécanisme est caractérisé par la valeur BDE (Bonn Dissociation Energy). Plus la
liaison entre un atome porteur d'hydrogene et son hydrogene est faible, plus il est
susceptible de donner facilement de I'hydrogéne, ce qui entraine la génération de sites
antiradicaux prédictifs. Potentiellement antioxydant [32].

La BDE est calculée comme étant la différence d'énergie entre les produits de dissociation et
la molécule initiale.

BDE=H(R’) +H(H")-H(R-H)
Avec:
H (R’) L'enthalpie du radical.

H (R-H) I'enthalpie de la molécule neutre.

14
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H (H’) I'enthalpie de radical d'hydrogene.

2.5.2. Transfert d'électron unique et transfert de proton (SET-PT) :

C'est le mécanisme étape par étape par lequel les antioxydants éliminent les radicaux
libres, 2 étapes consécutives gratuites:

La premiere étape, caractérisée par le potentiel d'ionisation(IP), représente le transfert d’'un
électron de I'antioxydant vers le radical libre, en d'autres termes, une ionisation du radical
libre (R).

R-H > RH" +e IP

La deuxieme étape, caractérisée par I'énergie de dissociation du proton(PDE), représente le
transfert d’'un proton qui conduit a la formation d’un radical et de la protonation du radical
libre

RH” - R "+H* PDE
L'IP et la PDE sont des facteurs importants dans ce mécanisme, mais I'IP reste le
facteur le plus important pour évaluer |'activité anti-radicalaire [33].

Plus les valeurs IP et PDE sont faibles, plus le processus est facile a réaliser et plus |'activité
antioxydante est élevée.

IP=H(R™*) +H(e) - H(R - H)

Avec:

H(R**) : I'enthalpie du radical cation. H(e") I'enthalpie de I'électron.

H(R-H) : I'enthalpie de la molécule neutre.

PDE = H(R') + H (H") - H (RH*")

Avec:

H(R’) : I'enthalpie du radical.

H(H*) : I'enthalpie du proton.

H (RH*') : I'enthalpie du radical cation.

2.5.3. Transfert séquentiel d'électrons avec perte de protons (SPLET) :

Le SPLET est un mécanisme qui fonctionne a l'inverse du SET-PT, il agit de maniére
séquentielle. Il comprend deux étapes qui se suivent :

La premiere, qui est la déprotonation de I'antioxydant, est caractérisée par I’affinité du
Proton, c’est la dissociation d’un proton de I'antioxydant afin de former un anion.

La deuxieme étape, caractérisée par I'enthalpie de transfert d’électrons (ETE), est le
transfert du proton vers le radical libre [34].

15
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R-H—> R + H+ PA
R - R +eETE
Le SPLET est impliqué lorsque la valeur de I'énergie de I'affinité du Proton (PA) est

inférieure a celle de la BDE. C’'est un mécanisme qui est fortement favorisé dans un milieu
alcalin, car ce dernier facilite la déprotonation [35].

ETE = HQR") + H(e")-H(R")

Avec:

H(R") I'enthalpie du radical.

H(e™) I'enthalpie de I'électron.

H(R™) I'enthalpie de I'anion.

PA=H(R’) + H (H') - H(R-H)

Avec :

H(R™) I'enthalpie de I'anion.

H(H*) I'enthalpie du proton.

H(R-H) I'enthalpie de la molécule neutre

Sachant que les enthalpies de H’, H* et H(e’) Sont donnés par les valeurs suivantes selon
[34][35]

H (H’) =-0.4997 Hartree

H (H*) =0.0024 Hartree

H (e’) =0.0012 Hartree
Avec:

1 Hartree = 627.5 Kcal/mol
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Syntheése bibliographique sur la synergie

La synergie se réfere a l'effet produit par deux substances qui, lorsqu’elles sont
combinées deux substances qui,lorsqu’elles sont combinées , produisent un effet plus grand
gue la somme de effets qu’elles produisent individuellement. Plusieurs chercheurs a réaliser

différentes études, pour une approche des effets en synergie

e Mladen Milos et col ont réalisé une étude des synergies et des antagonismes
antioxydants entre le thymol, le carvacrol,thymoquinone et p-cyméne dans un systéme
modele utilisant leBriggs-Rauscher.

Selon cette étude ; I'application d'antioxydants est I'un des moyens techniquement les
plus simples de réduire le processus d'auto-oxydation des lipides qui est reconnu comme un
processus de détérioration majeur affectant a la fois et qualité nutritionnelle des aliments.
Le thymol, le carvacrol, le thym quinone et le p-cyméne comme constituants de différentes
huiles essentielles possédent une importante activité antioxydant, cette activitéa été
évaluée utilisant la méthode de réaction oscillante de Briggs-Rauscher.

Les résultats indiquent que la majorité des mélanges d'antioxydants ont un certain
niveau de divergence dans la capacité antioxydant par rapport aux valeurs individuelles de
leurs constituants. Le fort effet antagoniste n'a été trouvé que lorsque la thymo-quinone
était associée au p-cymeéne. Toutes les autres combinaisons de deux antioxydants ont
clairement montré un certain degré d'effet synergique. Les résultats obtenus pour des
mélanges plus complexes de quatre antioxydants ont montré une diminution de la capacité
antioxydant, indiquant et confirmant que I'effet antagoniste entre la thymo-quinone et le p-
cymene I'emporte sur I'effet synergique des autres paires [36].

e KanikaSharmaa et col ont fait une étude des activités antioxydants et
antimicrobiennes synergiques des huiles essentielles de certains plantes médicinales
sélectionnées en combinaison avec des composés synthétiques.

L'exigence des fortes doses des huiles essentielles est le principal obstacle a leur
utilisation comme conservateurs alimentaires. Une synergie possible interactions sur la
capacité antioxydant et antibactérienne des huiles essentielles de six plantes médicinales
sélectionnées a savoirCallistemonlanceolatus (Sm.) Sweet,
OcimumgratissimumL.CymbopogonwinterianusJowitt ex BorEffet synergique antibactérien
été déterminé contre trois Gram positif (Staphylococcus aureus, Micrococcusluteus et
Bacillus subtilis) etdeux bactéries Gram négatives (Escherichia coli et Klebsiellapneumoniae)
en utilisant la méthode de dilution en bouillon.Les types d'interactions dans différentes
combinaisons binaires ont été déterminés en calculant la fraction inhibitriceindices de
concentration (FICI).Il a été observé que les huiles essentielles non seulement amélioraient
laefficacité antioxydant et antibactérienne des composés synthétiques mais a également
entrainé une réduction significative de leurs doses actives en raison de la synergie[37].
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e Maria Llana-Ruiz-Cabello et col ont réalisé une étude du Rble pro-
oxydant/antioxydant in vitro du carvacrol, du thymol et de leursmélange dans la lignée
cellulaire Caco-2 intestinale.

La nourriturel'emballage joue un réle important. Ainsi, certaines huiles essentielles
sont incorporées dans des polymeres plastiques pour leur conférer de meilleures propriétés
de conservation. L'huile essentielle d'origan contient du carvacrol et du thymol, deux poly
phénols importants. Compte tenu de leur utilisation croissante dans les emballages
alimentaires actifs, I'évaluation de leur adéquation et de leur innocuité est d'un grand
intérét. Une augmentation dépendante de la concentration dans les effets antioxydants du
carvacrol, du thymol et de leur mélange (10:1) a été déterminée a l'aide de DPPH et Essais
ABTS. De plus, la sécurité de ces composés a été testée in vitro.

Les résultats ont montré que le stress oxydatif joue un réle dans les dommages induits
par le carvacrol et le mélange a fortes concentrations. Cependant, a des concentrations plus
faibles, les deux composés et leur mélange ont été montrés, pour la premiere fois, pour
protéger les cellules contre les dommages induitspar le H202[38].

e HyrlaGrazielle et col ont fait une étude sur les huiles essentielles de chémotypes de
basilic : principaux composés, mélanges binaires et activité antioxydant.

Le potentiel antioxydant des huiles essentielles (HE) de 24 chémotypes de basilic a été
évalué par 4 tests in vitro distincts. Différentes combinaisons des principaux composés
trouvés dans I'HE ont également été testées pour identifier ces combinaisons responsables
de l'activité antioxydant des huiles volatiles et vérifier l'apparition de synergie ou
antagonisme entre eux.

Les résultats indiquent que 9 HE présentaient un potentiel antioxydant prometteur,
avec au moins 52,68% d'inhibition de la peroxydation de I'acide linoléique a 10 puL/mL et
76,34% d'inhibition de [aDPPH % radical a 1 pL/ml. Le composé majeur, I'eugénol, avait
I'activité antioxydant la plus élevée. L'antioxydantl'activité de ces HE ne peut s'expliquer
uniguement par la présence des composés majoritaires. Malgré l'influence del'eugénol,
I'activité antioxydant est également liée a la synergie entre d'autres composés mineurs
présents dans I'EO. Ce fait confere une puissante activité antioxydant a certaines HE de
basilic [39].

e Camellia sinensis ont réalisé un travail afin d’étudier I'effet de la digestion gastro-
intestinale in vitro sur les composés phénoliques et I'activité antioxydant du thé vert, pour
cette étude de l'activité antioxydant ils ont utilisés 03 méthode DPPH ; ABTS ; CUPRAC.
L'étude de I'effet de la digestion in vitro sur I'activité antioxydante indique une diminution
de l'activité antioxydante durant les deux phases de digestion (salivaire et intestinale) et
marque une augmentation durant la phase gastrique par rapport a I'extrait de la plante non
digérée [40].

e SaturejaCalaminthaune plante médicinale de la famille des Lamiaceae ; utilisée en
Algérie comme condiment alimentaire. Pour |'expérience de nabilabou gandoura et
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nassimabendimerad deux extrait ont été préparées a partir des feuilles de cette plante : I'un
organique méthanolique et I'autre aqueux . Le pouvoir antioxydant a indique que les extraits
aqueux ont montré une bonne activité antioxydant supérieure a 90 a une concentration
4.62mg/ml; par contre le test FRAP a indique que I’extrait methanolique a un pouvoir
réducteur plus élevé que celui de I'extrait aqueux mais faible que I'acide ascorbique[41] .

e Les herbes médicinales et leurs dérivés sont utilisés pour traiter ou prévenir divers
maladie malgré que leur efficacité thérapeutiqueest liés a la saison de cueillette.

Pour étudier 'une de ces herbes ; le R. khorasanicuma été choisi et récolté en :

décembre ; février et avril.
Les activités antioxydant DPPH et FRAP ont été déterminées :

Les extraits ont été évalués pour leur potentiel antibactérien contre les bactéries G+ et
G- et la concentration minimal inhibitrice CMI a été déterminé par micro dilution.

Comme résultats les 3 extraits contenaient des composés phénoliques ; et en
flavonoides et présentaient une activité antioxydant souhaitable.

L'échantillon d'avril présentait la plus grande teneur en phénols et en flavonoides et un
potentiel d'activité antioxydante significatif dans le test FRAP. De plus, I'échantillon d'avril
avait l'activité antibactérienne et |'effet cytotoxique les plus élevés sur les lignées cellulaires
cancéreuses [42].
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CHAPITRE I: MATERIEL ET METHODE

1.1. Introduction :

Le but de notre étude est I'évaluation quantitative des propriétés antiradicalaires des
composés phénoliques par deux approches différentes.

La premiere est une étude expérimentale utilisant une méthode de piégeage du radical
libre 2,2-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH). Cette étude portera sur les composés
phénoliques et deux produits de référence, a savoir le BHT et la vitamine C.

La deuxiéme partie présente une étude théorique de cette activité a 'aide de la théorie
de la fonctionnelle de la densité (DFT). L'accent est mis sur I'étude des composés
phénoliques.

Effets synergiques de deux produits le 2-naphtol et le p-cymeéne.
» Etude expérimental de I'activité antioxydant :

L’étude expérimentale de |'activité antioxydante des composés phénoliques sont réalisées a
I'aide de la méthode de piégeage des radicaux libres DPPH. Cette méthode est basée sur la
réduction des radicaux DPPHe par des antioxydants (espece a I'étude), entrainant un
changement de couleur de la solution. du violet au jaune. Ce changement de couleur peut
étre suivi par spectrophotométrie UV-visible a 517 nm. Ainsi on peut déterminer la
concentration effective d’inhibition «EC50 » d’une substance chimique.

» Lieux d’expérimentation :

Notre travail expérimental a été réalisé au niveau du laboratoire pédagogique du
département de chimie, faculté des sciences, université Saad Dahleb Blida.

1.2. Appareillage et produit :

1.2.1. Appareils :

» Analyse des espéces de recherche sont réaliséesa l'aide d’une spectroscopie
d'absorption UV-visible de Mark mono-pheson.

» Balance analytique Est d’instruments hautement sensibles congus pour la
mesure extrémement précise de petits échantillons, leur lecteur a une plage de
0,1mg-0,01mg.
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1.2.2. Produits chimiques :

MATERIEL ET METHODE

Tableau 2 : familles et nom UICPA, structure, formule brute, masse molaire des compose
chimique utilisés au cours de notre expérimentation

Masse
" Formule .
Composé Nom IUPAC Structure Molaire
brute 1
g. mol”
OH
1-naphtol Nphthaléne-1-ol
p p Cols0 || 14417
2-naphtol Nphthaléne-2-ol
C10HsO 144.17
HO
OH
phénol phenol ij CsHeO 94.11
CHg
Thymol 5-methyl -2-(propan-2-yl) phénol ?\OH C10H140 150.22
H;C CHg
CHs
\ OH
‘raniol (2E)-3,7-diméthylocta-2,6-dién-
éranio
8 1-ol C10H150 154,25
HsC CHj,
CHg
P-cvméne 1-méthyl-4-(1-
Y méthyléthyl)benzene CioH1a 134.21
HsC CHg
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. . 1-méthyl-4-prop-1-én-2-yl-
Limonene ,
cyclohexéne

Naphtaléne naphtalene “ CioHs 128.1705

CioH1s 136,24

BHT 2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-4-

methylphenol CisH240 220,35

VC (5R)-[(1S)-1,2-Dihydroxyethyl]-

3,4-dihydroxyfuran-2(5H)-one CeHsOs 176,12

OH

1,7,7-
comphore || Trimethylbicyclo[2.2.1]heptan- 152,23
C10H160
2-one
(@)

1.3. Méthodes :

1.3.1. Préparation de la solution de DPPH :

» On pesé 4 mg de DPPH gu’on dessantdans 100 ml de I’éthanol dans un bécher puis
on fait une agitation pendant 30 min.

» Aprés 30 min on prend 1 ml de cette solution et on ajoute 1 ml d’éthanol, en
mesure son ABS a 517 nm pour s’assurer que son ABS est de (0.56-0.59).

1.3.2. Préparation des solutions meres et filles :
» Nous avons préparé en premier des solutions mére de concentration connu pour
chaque composé étudié.

» Différent volume a partir de solution mére sont prélevés et complété a 1 ml avec
I’éthanol apres on ajoute 1 ml de solution DPPH.
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» On mesuré I'absorbance de chaque solution fille a I'aide d’'un spectrométre UV-
Visible a 517 nm (deux essais ont été effectuées pour chaque solution testé).

» Préparation des échantillons a analyser est résumée par les différentes étapes de
la figure ci-dessus.

(e

Solution de DPPH 4mg/100ml éthanol
|= [@fe ||

"/ Apres 30 min en mesure son abs a 517 nm pour s’assurer que son
I_J abs est de (0,56-0,59) Dans Spectrophotométre UV-visible.

Différents volumes de chaque solution mére sont prélevés et
complétés a 1ml avec I'éthanol

¢ Addition de 1 ml de solution DPPH (volume totale 2 ml

L'absorbance est mesurée a l'aide d’un spectrophotometre UV-
'y U Visible a 517 nm trois répétition ont été effectuées pour chaque
solution testée

\

Figure 7 : Schématisation du protocole expérimental de la méthode DPPH.

Tableau 3 :concentration de la solution mére, volumes prélevé et concentrations des
échantillons testées pour chaque composé.

i [Solution mére] Volume prélevé
Composé [C] (mg/ml)
mg/ml (1))

2 2
5 5
8 8
10 10

1-naphthol 0.0002
15 15
20 20
30 30
50 50
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70 70
100 100
150 150
200 200
250 250
300 300
400 400
500 500
600 600
700 700
2 2
5 5
8 8
10 10
15 15
20 20
30 30
50 50
2-naphtol 0.0002 70 70
100 100
150 150
200 200
250 250
300 300
400 400
500 500
600 600
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1.4. Etude théorique de I’Activité antioxydante :

Le but de cette partie de travail est I'étude théorique de pouvoir antioxydant des
compose phénolique, cette étude a été effectuée a 'aide de logiciel gaussien 09en utilisant
la méthode de la Théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT), avec la base standard de
calcul 6-311Get la fonctionnelle B3LYP

1.4.1. Lieu de travail :

Notre travail a été réalisé au niveau du laboratoire de recherche des programme sa
vancés pavillon 4 a I'université Saad Dahlab,Blida.

1.4.2. Matériel :

Afin d’analyser la structure chimique des molécules, nous Avon sourceur sa avec des
logiciels de la schématisation et modélisation moléculaire.

R

*» Logiciel Chem Office ultra :

Ce logiciel est un éditeur de structures développées des molécules. Il comporte
plusieurs programmes : ChemSketch, Chem3Det ChemFinder.

Développé en 1985 par David A. Evans et Stewart Rubenstein[44]; il concéde a I'optimisation
de la dynamique moléculaire et de la géométrie des états de transition. Il évalue également
certaines propriétés physiques (dipoles, charges, densités...) et permet d’effectuer les calculs
semi empiriques avec interfaces a d’autres programmes, notamment GAMESS®,Gaussian®,
Tagmar® etMOPAC®,

7

+* Logiciel Gaussian :

Ce logiciel utilise des fonctions Gaussienne sa fin de représenter les orbitales atomiques. Il a
été créé en 1970 par John Pople [45] dans l'intention de faciliter les calculs par rapport aux
logiciels utilisant les orbitales de Slater. Il a facilité le développement de la chimie numérique
notamment les méthodes abinitio pour calculer les orbitales moléculaires a partir des
orbitales atomiques.

30



CHAPITRE II:

RESULTATS ET DISCUSSIONS

N— _
T8O




CHAPITRE II: RESULTATS ET DISCUSSIONS

2.1. Introduction :

Le but de notre travail est d’effectuer une étude théorique et expérimentale de
I'activité antioxydante des composés phénoliques, I'étude expérimentale est réalisée par la
méthode de piégeage du radical libre DPPH et L'étude quantique est réalisée par DFT.

Les composés phénolique I'on se propose d’étudier sont:

1-naphtol ; 2-naphtol ;Naphtaléne;P-cyméne ;comphor ; géraniol ;Limonéne ; thymol.
Le phénol, Le BHT etla vitamine C serentutilisés comme des antioxydants de référence.
Le choix de ces composés est basé sur :

» Tous ces produits sont des produits volatils, qu’on trouve généralement dans les
huiles essentielles.

» De plus tout ce composé comporte le méme nombre de carbone mais ne présente pas
leméme indice de saturation.

2.2. Principe de DPPH :

Cette méthode est décrite par le bois et coll. en 1958 [46] est basé sur la mesure de
piégeage du radical libre DPPH en solution d’éthanol.

Le DPPH est un radical libre stable qui détient un électron non apparie sur un atome
depont d’azote, la délocalisation de cet électron sur les trois Cycles aromatiques de la
molécule est I'origine de sa stabilité et de sa couleur violet foncé

L’ajoute d’un antioxydant qui céde un atome d’hydrogene ou un électron libre conduit a la
formation de la forme réduit DPPH-H avec une décoloration de la solution.

La réduction du DPPH°est facilement mesurée par spectrophotomeétre a 517 nm

La réaction sera plus ou moins rapide selon la nature de I'antioxydant et la quantité de
DPPH-H formé dépendra de la concentration en anti oxydant
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Figure 8 : la réduction du radical libre DPPH en DPPH-H

L'activité antioxydant AA % sera calculée par I'équation suivante :

AA %= [(ABS control- ABS échantillon) /ABS control] *100

Soit :

+* ABS control : absorbance a la longueur d’'onde 517nm de la solution de DPPH dans
I’éthanol.
+»* ABS échantillon : absorbance a A=517 nm de chaque échantillon.
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Tableau 4 : Activité antioxydant, EC50 et la concentration des composé étudier

Composés [C] (mg/ml) EC 50 (mg/ml) Activité (%)
0 I 0 |
2 I [L17 |
E I 1,83 |
8 I 3,50 |
|10 | 5,17 |
|15 | 8,67 |
|20 | 113,33 |
130 | 133,50 |
50 | (47,17 |

1-Naphtol |[70 | 47,12 (51,33 |
[ 100 | 161,67 |
| 150 | 162,67 |
200 | 68,83 |
| 250 | 169,17 |
[300 | 169,50 |
| 200 | 170,83 |
| 500 | 171,33 |
| 600 | 171,67 |
| 700 | 172,33 |
0 | 0 I
E | 0,862 |
|5 | 1,207 |
8 | 2,414 |
|10 | 3,448 |
15 | 18.00 5,325 |

2-naphtol |20 | 9,655 |
130 | 113,620 |
|50 | 117,414 |
|70 | 118,965 |
| 100 | 127,241 |
| 150 | 138,103 |
200 | 138,793 |
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250 | 142,759 |
1300 | 149,138 |
1400 | 151,034 |
500 | 154,310 |
1600 | 56,897 |
| 700 | 157,759 |
1800 | 163,793 |
L0 | [0 |
L | 3,51 |
12,5 | 5,26 |
5 | 18,77 |
|10 | 112,28 |
|15 | 117,54 |
|20 | 24,56 |
|25 | 29,82 |
130 | 33,33 |
ThymOI 135 | >0.28 133,33 |
|42.5 | 143,86 |
|50 | 152,63 |
| 100 | 154,39 |
| 150 | 56,14 |
1300 | 159,65 |
1400 | 164,91 |
1450 | 168.42 |
1500 | 173.68 |
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Afin de situer I'activité antioxydant des composés étudies, nous avons fait une étude
comparative entre activité et celle des antioxydants de référence nous avons Alors choisi le
BHT et le Vitamine C, sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableu 5 : Activité antioxydant, EC50 et la concentration des produit de référence

Composés | LLC] (mg/ml) || EC50 (mg/ml) || Activité (%)
[0 | [0
|1 | 1,79
2.5 | 2,14
[5 | 3,57
10 | 5,36
[15 | 7,68
20 | 9,11
25 | [12,50
30 | [19,11
BHT |35 | 351,56 (19,64
[42.5 | [22,14
50 | [23,57
[100 | [31,96
[150 | [38,75
[300 | (48,21
[400 | (54,82
450 | (64,64
[500 | (71,43
0 | lo
[ | 3,60
[25 | 5,04
E | (7,37
[10 | [19,06
[15 | [22,12
[20 | [22,66
Vitamine C |5 I 40.97 (23,02
30 | [23,20
35 | (46,04
[425 | 53,60
50 | 177,52
[100 | [86,33
[150 | [92,63
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Concentration efficace médiane EC 50 :

C’est la concentration d'antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration du radical
DPPH de 50%, il est inversement lié a la capacité antioxydant d'un composé. Donc plus Ec50

est faible, plus l'activité antioxydants du composé est important.
Classification des EC 50 :

ECs03r1y=351,56>E C50(7hymot)=50,28>EC50(1-naphtol)

=47;12>ECSO(VitamineC )=40r97>EC50(2—Naphtol) =18:00

D'aprés la classification on peut dit que le 2-naphtol (Ec50 faible), il yaune activité

antioxydant important que les autre composé.

OH

HO
1-Naphtol 2-Naphtol

Le 1-naphtol et 2-naphtol présentent les mémes substituant avec de position différente. Les
résultats de Ec50 montrent que le 2-naphtol présente une meilleure activité que le 1-naphtol

ce la montre I'intérét de la position des substituant sur la variation de I'activité antioxydant.
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Vitamine C

La vitamine C est le composé le plus actif que le BHT. Ceci peut s'expliquer par le fait qu'il
existe quatre groupements hydroxyles en plus des hydrogénes portés par les carbones

adjacents au dispositif éthylénique.

OH

BHT

Le BHT est un phénol dégradé et son effet antioxydant est principalement d{ a la présence
de groupes hydroxyles phénoliques. La perte d'hydrogéne produit un radical phénoxy, qui
est stabilisé par I'effet mésomeére du noyau benzénique. Pour le BHT, cet effet est renforcé

par I'effet donneur inductible des deux groupements tert-butyle et méthyle.
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Figure7 :Lesformeslimitentdu radical 2-Naphtol en (A)etphénolen(B).

Le 2-naphtol présente une chaine de délocalisation plus grande que celle de phénol,ce la
expliqué par le fait I'excistance de deux noyau aromatique ce qui augmente le nombre il est

alors attendu que I'activité de phénol soit inférieur a cell du 2-naphtol

Analyse des résultats de calcul théorique
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1-Naphtol 2-Naphtol

Limonéne Géraniol

Comphore p-cyméné
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Figure 9 :Géométrie des molécules « gausse view 5 »

Résultats et discussion des calculs théoriques

Dans le but d'étudier les propriétés antioxydantes des molécules volatilescomposantes des
huiles essentielles decrutes dans le tableau 6, nous avons calculé les descripteurs BDE , IP,
ETE, PA ,PDE en utilisant la méthode B3LYP/6-31G.

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 méthodes PM6 et DFT [43]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 I’électron étant prises des références [44]

et valent respectivement: 0.0024 Ha ,-0.499 Ha et 0.0012 Ha [45].

De plus, un calcul de BDE a été effectué dans le but de cherché un effet de synergie entre le

2-naphtol et P-cyméne
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Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 7: variation des valeurs de la BDE des composés étudiés.

Composés étudiés BDE
1-Naphtol 79,065
2-naphtol 76,55

Phénol 111,69
naphtlene 80.95
Thymol 78,50
BHT 90,36
Vit C 76,30
P-cyméne 79,50
Comphor 95.32
Limonene 74,6725
Géraniol 71,4095

L’énergie de dissociation de liaison (BDE) de la liaison O-H est un paramétre important pour
évaluer I'activité antioxydante[46]. En effet, plus cette liaison est faible, plus la réaction avec

le radical libre sera facilitée.
Les résultats présentés dans le tableau 2 montrent que:

» Pour les hydrocarbures (C-H) qui ne possédent pas de liaison O-H, ils donnent I'ordre

de BDEs suivant :

BDE NaphtleneI>BDE comphore>BDEP-cymene>BDE Limonene

Les valeurs de BDEs sont caractéristiques des liaisons C-H~(100Kcal/mol) donc ces molécules

ne possedent pas des propriétés antioxydantes.
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» Les composés possédant des Liaisons O-H donnent 'ordre de BDsE suivant :

BDEgéranio>BD El-naphtol> BD EphénoI>BD EZ-naphtoI

Ce résultat est en bon accord avec le test DPPH.
Pour les antioxydants de référence, I'ordre de BDEs est :
BDEgHT>BDE thymo>BDE vitamine c

Dans cette série de molécules, le 2-naphtol posséde le meilleur effet antioxydant (76.55

Kcal/mol), et présentant un effet comparable avec les antioxydants de référence.

Tableau 8 : Les valeurs de BDE, IP, PA, ETE et PDE en K /Mol

HATF SET-PT SPLET
Composés BDE IP PDE IP+PDE PA ETE ETE+PA
1-Naphtol 79,07 560,23 -167,30 392,94 387,42 7,03 394,44

2-Naphtol ||76,55 1692,87 [|-1302,44 |[390,43 384,51 43,42 427,08

Naphtalene || 111,69 ||176,20 249,37 425,57 413,77 13,30 427,08

P-Cyméne |[|80.95 184,36 1093,36 ||1277,72 ||428,83 850,39 1279,22

Phénol 78,50 187,12 205,25 392,38 355,86 38,03 393,88

Géraniol 90,36 169,17 235,06 404,24 385,54 20,21 405,75

Thymol 76,30 174,32 216,11 390,43 353.53 38,40 391,94

Limonéne 79,50 180,03 213,35 393,38 48,63 346,25 394,89

Comphore |[{95.32 192.71 217.99 410.70 419.67 -9.29 410.48

BHT 74,67 161,77 226,78 388,55 351,651 || 38,40 390.05

VC 71,41 194,96 190,32 385,29 313,88 72,92 386.8
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Le graphe 1 présentant les différentes variations des descripteurs dans cette série de
molécules montre que les trois mécanismes sont proportionnels.

Les BDEs sont plus faibles que les IP et PDE, cela montre qu'on phase gazeuse, le mécanisme
HAT est le mécanisme le plus favorable.

1800 [
1600 |-
1400 [
1200 |
1000 |-
800 |

——BDE
P
—— PDE
IP+PDE
——PA
- ETE

600 |-
400 [
200 [

—— ETE+PA

-200 |-
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1200 |-
1400 |

1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " J
BHT vC

1-Naphtol 2-Naphtol Naphtaléne P-Cyméne Phénol Géraniol ~ Thymol Limonéne Comphore

Figure 10 :Le graphe présentant les différentes variations des descripteurs.

Le graphe présentant les différentes variations des descripteurs dans cette série de

molécules montre que les trois mécanismes sont proportionnels.

Les BDEs sont plus faibles que les IP et PDE, cela montre qu'on phase gazeuse, le mécanisme

HAT est le mécanisme le plus favorable.

Le calcul de BDE de 'adduit (2-naphtol, p-cymene) a donné la valeur de 79.07 Kcal/mol en
comparant cette valeur avec celle de 2-naphtol (76.56 Kcal/mol), on peux conclure qu'il

n'existe pas un effet de synergie entre 2-naphtol et p-cymene.
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Conclusion Générale :

Le but de notre travail et de trouver une corrélation entre I'étude théorique et
expérimental de I'activité antioxydant des composés volatils existent dans les
huiles essentielles a s’avoir le 1-naphtol, 2-naphtol,Thymol et les composé des
références BHT et vitamine C. Dans la premiere partie du travail. Nous avons
mesuré expérimentalement l'activité du piégeage du radical libre DPPH des
composés étudiés.les résultats montre que la variation de la position du
substituant ou de double liaison, ou encore la délocalisation des composés
altere énormément la valeur d’EC50.Dans la deuxieme partie, nous somme
intéressée a I'étude de l'activité antioxydant par DFT.Les résultats obtenus
montre que les valeurs de BDE sont en bon accord avec I'ordre du pouvoir
antioxydant cela confirme que le mécanisme HAT est le plus favorable pour les
composé étudiés. Et le calcul de BDE de I'adduit (2-naphtol,p-cymene) a donné
la valeur de 79.07 Kcal/mol en comparant cette valeur avec celle de 2-naphtol
(76.56 kcal/mol),on peux conclure gqu’il n’existe pas un effet de synergie entre

2-naphtol et p-cymene.
Notre travail ouvre les portes a plusieurs perspectives,Nous proposons :

-Etudier I'activité antioxydant de ces composés par d’autre méthodes tel que la
méthode de pouvoir réducteur FRAP,Et |la méthode de blanchiment de la B-

caraténe.

-Etudier l'activité antioxydante par DFT des composés de références dans

différents solvants et I'activité antioxydante.

-Etudier I'effet synergique de 2-naphtol et p-cymene expérimentalement.
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