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Résumeé:

Notre travail est une contribution a 1’étude de I’ activité¢ antioxydante des composés
naturels pures et volatils. Ces composés sont : le a -pinéne, le Camphor, le Camphéne,
limonene, p-cyméne, limonene, Thymol, 1-naphtol, Menthol, Eugenyl acétat, Eugenol,
Ocimeéne, Guaiacol, Géraniol, Anisole. le BHA, BHT, vitamine C, ont été pris comme
reference.

L’estimation expérimentale de cette activité est réalisée par la méthode du piégeage du
radical libre DPPH et le test du pouvoir réducteur du Fer (FRAP). Etude quantique est
effectuée par la méthode DFT en utilisant la base standard 6-311G++ (d,p) en phase gazeuse
est se basant sur les trois mécanismes possibles.

Les résultats obtenus par I’estimation experimental est plus la valeur dEC50 est petite
plus D’activité est meilleure, alors que pour la méthode FRAP plus I’absorbance est est
important plus le pouvoir réducteur est meilleur. On remarque par la méthode DPPH les
composés phénolique présentent des activités semblable a celui de BHT et pour la famille des
hydrocarbures aromatique non phénolique la valeur d EC50 de p-cymene est deux fois
superieure a celle du Thymol, est pour la méthode FRAP on remarque que 1’activité insensible
a la variation de la structure des composés testés.

Les résultats obtenus par 1’étude théorique est le mécanisme HAT plus favorable en
phase gazeuse que le mécanisme SET, PT et que le mécanisme SPLET.

Mots clés: DFT, DPPH, BDE, FRAP, HAT.

Abstract:

Our work is a contribution to the study of the antioxidant activity of pure and volatile natural
compounds. These compounds are: a-pinene, Camphor, Camphene, limonene, p-cymene,
Thymol, 1-naphthol, Menthol, Eugenylacetate, Eugenol, Ocimene, Guaiacol, Geraniol,
Anisole. BHA, BHT, vitamin C, have been taken as a reference.

The experimental estimation of this activity is carried out by the DPPH free radical trapping
method and the Iron Reducing Power Test (FRAP). Quantum study is carried out by the DFT
method using the standard base 6-311G++ (d,p) based on the three possible mechanisms.

The results obtained by the experimental estimation is the smaller the valuer dEC50 the better
the activity, while for the FRAP method the greater the absorbance, the better the reducing
power. It is noted by the DPPH method phenolic compounds have activities similar to that of
BHT and for the family of non-phenolic aromatic hydrocarbons the ec50 value of p-cymene is
twice higher than that of Thymol, is for the FRAP method it is noted that the activity
insensitive to the variation in the structure of the compounds tested.

The results obtained by the theoretical study is the hat mechanism more favorable in the
gas phase than the SET, PT mechanism and the SPLET mechanism.

Keywords: DFT, DPPH, BDE, FRAP, HAT.



roadla

Do S all o8 Adiiall 5 A Apmgall LS yall (e 5208 il oLl Al o & dealie s Lilee
Jsm o sSilse Cnammash e st s eclind Jiin g0 o sile o 538 e lapas 1L i gl ¢aaalS ¢ 5ialS (i
.d))’.—.\-”i o
e eS Lda)

o omlid  BHA BHT

yanl) e 2all BB LAl 5 5 ad) 535 pualae 43l A e Bl 13g] a2l il el a3
aﬁaﬁdﬁdﬂ@ﬁ\hba;\ﬁ\é
DFT
DFT 311-6 4wl sac\8 aladiuly
AaSaal) SN LY ) aitey Sl Al je 8

i alS LS gyl il Lee o 3 el
i) L S WS 5 e JEC50
A4k o) s
bl il 2L ol WS alemia¥) o 5 LIS FRAP

4 sl LS jall 8 e a3l
O ) bl ABlas gl 45y 1l DPPH
Ao Al ) e 4y shaall s S 5 el e 3 B dpnilly 5. BHT
Ay sl Ll J gagill Glld (o Coran 98 Glass | W EC50
L) 5 3 U el S g il dsa s Ll ) s ) FRAP

Oe DRl Als je b AaeDle SSTA a4 kil ) Lple cilias il i)
SPLET 4 5SET ,PT.

2 A )] cilall)

DFT <DPPH «BDE «FRAP <HAT



Liste des abréviations :

Abs : Absorbance.

ADN : Acide désoxyribonucléique.

BDE : Bande dissociation enthalpie.

BHA : Butyle hydroxyle anisole.

BHT : Hydroxytoluénebutyle.

B3LYP: Becke 3 lee-yang-parr.

C : Concentration.

DPPH : (2,2-diphenyle-1-picryl hydrazyl).
DFT : Théorie de la fonctionnelle de la densité.
FRAP : Pouvoir réducteur du fer.

EA : L’affinité ¢lectronique.

PA : Affinité protinique.

ERN : Especes réactives de I’oxygene.

ERN : Especes réactives de 1’azote.

ETE : Enthalpie de transfére d’électron.
HAT : Transfert d’atome d’hydrogéne.

HE : Huile essentielle.

ICso : Concentration inhibitrice de 50%.

IP : Potentiel d’ionisation.

mg : Milligramme.

ml : Millilitre.

nm : Nanometre.

OM : Orbitale moléculaire.

PDE : L’enthalpie de dissociation du proton.
PM3 : Méthode semi-empirique.

PMG6 : Parametriceméthode 6.

RNS : Espéce réactives de 1’azote.

ROS : Espece réactives del’oxygene.
SET-PT : Transfert d’électrons unique suivi d’un transfert de protons.
SPLET : Transfert d’¢lectron séquentiel de perte de protons.
SOD : La Superoxyde Dismutase.

UV : Ultra- violet.

V : Volume.

pl - Symbole du microlitre.

SM : Solution meres.

% : Pourcentage.

H (H+) : Enthalpie du proton.

H (H.): Enthalpie d’un atom H simple.

H(é) : Enthalpie de 1’électron.
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Introduction

Introduction:

Les substances naturelles connaissent un intérét croissant pour des applications dans de
nombreux produits de consommation. En effet, leur utilisation est encouragée car les produits
équivalents issus de syntheses chimiques ont, a tort ou a raison, mauvaise presse parmi le
grand public. Les plantes représentent une source de principes actifs inépuisable et
renouvelable, dont l'usage traditionnel et médical est connu depuis bien longtemps. 1l existe
donc un besoin de production de substances bioactives isolées, concentrées et purifiées, pour
une utilisation dans un large champ d’application (cosmétiques, pharmaceutiques, additifs
nutritionnels...) [1].

On retrouve des antioxydants dans toutes les plantes, ils sont qualifiés en métabolites
secondaires.Ces composés présentent plusieurs propriétés pharmacologiques, parmi
lesquelles nous citerons les propriétés antimicrobienne, anti-inflammatoires, vasodilatatrices,
anticancérogene [2].

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
volatils de I’huile essentielle et leur activité biologique .Pour cela, nous mesurerons 1’activité
antioxydant des composés purs volatils par la méthode de piégeage du radical libre DPPH et
le Test du pouvoir réducteur du Fer(FRAP). Ensuite, en utilisant la méthode quantique DFT,
nous essayerons de trouver la relation entre la structure de ces composés et leur activite.

Ce travail sera réparti en trois parties:
La premiére partie sera réservée a I’étude théorique. Elle comportera trois chapitres:

Le premier, contiendra des rappelles sur les radicaux libres, les antioxydants, I’activité
antioxydant, les méthodes d’évaluation des propriétés anti-radicalaires.

Le deuxiéme chapitre, contiendra des rappelles sur les huiles essentielles Répartition et
localisation de I’huile essentielle, classification des huiles essentielles, activité antioxydant
des huiles essentielles, Domain d’application des huiles essentielles, et le chémotype.

Le troisieme chapitre comporte des définitions des méthodes théoriques de fonctionnelles
de la densité, les logiciels utilisés et les descripteurs chimiques.

La seconde partie décrira le matériel et les produits utilisés. Aussi, elle résume les
démarches méthodologiques suivies.

Dans la troisieme partie, nous rapporterons et discuterons les resultats obtenus que ce soit
expérimentalement ou théoriquement.

Nous terminons par une conclusion générale.
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Chapitre 1:
Pouvoir antioxydant
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1.1.1 Radicaux libres :

Un radical libre est une espece chimique, atome ou molécule, contenant un électron
non apparié. Extrémement instable, ce composé peut réagir avec les molécules les plus stables
pour apparier son électron [3]. Pour rechercher la stabilité, les radicaux libres ont tendance a
voler un électron de n’importe quelle molécule qui I'entoure. La molécule qui perd un électron
deviens a son tour a un radical libre. Par ce fait, les radicaux libres peuvent étre la cause d’une
réaction en chaine sans fin [4].

Formation des radicaux libres

Electrons aepgrie's Electron célibataire
D = stabilité ()= instabilité
| \ g \ —
L - W’ K‘-- -~

Figure 1 : Formation des radicaux libres [5].
1.1.1.1 Type des radicaux libres :

Les espéces réactives (pouvant étre de nature radicalaire ou non) se divisent en deux
catégories principales : d'une part les ROS Espéces réactives d’oxygeéne et d'autre part les
espéces réactives de lI'azote RNS [6] :

1.1.1.1.1 Espéces réactives d’oxygene (ROS) :

Parmi les espéces radicalaires les plus actives se trouvent les especes réactives de 1’oxygene
(ROS) qui sont des radicaux libres qui dérivent de la molécule d’oxygene, par addition d’un
¢lectron tels I’anion superoxyde (*O=0-) et le radical hydroxyle (*OH) ou non radicalaires tel
le superoxyde d’hydrogene (HO=OH) et L’oxygéne singulet (¢O=0), le Hypochloreux HOCL
[71.

1.1.1.1.2 Espeéces réactives d’azote (RNS) :

L’espece réactive de 1’azote est un agent vasodilatateur. Il est synthétisé par les NO synthéses
(NOS). Le monoxyde d’azote NOe est un radical peu réactif mais peut se lier aux radicaux
libres oxygénés ROS pour former des molécules plus toxiques comme les peroxynitrites
(O=N=0=0-) [8].

1.1.2 Sources de production des radicaux libres :

Les étres humains sont constamment exposés aux radicaux libres. En effet, les sources
de radicaux libres sont variées : la pollution atmosphérique, la cigarette, le rayonnement UV,
les radiations ionisantes, les radiations cosmiques, le métabolisme cellulaire (activité
mitochondriale, réactions enzymatiques), l'inflammation et les métaux toxiques[9].Une fois

5
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formés, ces radicaux libres réagissant avec les molécules neutre pour donner d’autres radicaux
libres. Une réaction en chaine est ainsi initiée, qui souvent accroit les effets potentiels nuisibles
des radicaux libres dans le corps [10]. La figure 2 schématise 1’origine des radicaux libres qui
causés un stress oxydatif.

Pollution
Tabac £ Inflammation

N STRESS
5 OXYDATIF
Hygiene de vie .

/giene de W\ Déficit immunitaire
desequilibree =y \

’ Pe
)\ 4 j Stress

Vieillissement

- :1 facteurs exogénes (extérieur)

\‘Jﬁ facteurs endogénes (intérieur)

Figure 2 : Origine des radicaux libres [11].

I.1.3 Le stress oxydatif :

Le stress oxydatif, appelé aussi stress oxydant, se définit comme étant un déséquilibre
profond de la balance entre les systémes oxydants et les capacités antioxydants de 1’organisme
en faveur des premiers, ce qui conduit a des dommages cellulaires irréversibles [12].

Le stress oxydatif est un fonctionnement de lI'organisme qui est normal tant qu'il ne dépasse pas
certaines limites. En effet, tous les organismes vivants qui consomment de I'oxygene produisent
des radicaux libres qui sont de petites substances chimiques tres oxydées par le contact avec
I'oxygeéne, et dont nos cellules savent normalement trés bien se débarrasser [13]. Cette
oxydation dénature les protéines, les lipides, sources et L’ADN, et ensuite les membranes
cellulaires et les cellules [14].

I.1.4 Les conséquences moléculaires du stress oxydatif :

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides), mais aussi des lésions secondaires
dues au caractére cytotoxique et mutagene des métabolites libérés notamment lors de
I'oxydation des lipides [15].
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a-Altération des membranes lipidiques :

Lors de la peroxydation lipidique, les radicaux libres peuvent arracher un atome d’hydrogene
aux chaines latérales d’acides gras des lipides pour former des radicaux alkyles. Ceux-ci vont
ensuite réagir avec 1’oxygene moléculaire pour former des radicaux peroxyles. La peroxydation
lipidique entraine notamment une désorganisation des lipides membranaires, ce qui peut mener
a une lyse cellulaire [16].

b-Altération de ’ADN :

Les bases puriques et pyrimidiques de I’ADN ainsi que les désoxyriboses peuvent étre la cible
des radicaux libres, notamment le radical hydroxyle OH". Par exemple, la guanine peut réagir
avec ce radical pour former la 8-OH-désoxyganosine qui va s’apparier a 1’adénine au lieu de
s’associer normalement a la cytosine. Cela entraine des mutations au sein de I’ADN.

I1 existe des systémes de réparation de ’ADN mais lorsqu’ils sont débordés, ces systeémes ne
sont plus suffisants et cela entraine des altérations du matériel genéetique qui peuvent engendrer
des mutations, des cancers... [17].

c-Altération des protéines :

Les protéines sont formées d’acides aminés qui peuvent réagir avec les radicaux libres. Les
acides aminés les plus réactifs sont I’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la
tyrosine.

Les radicaux libres peuvent interagir avec différents types de protéines : celles de soutien
comme le collagene (vieillesse), les protéines circulantes (transferrine, aloumine), les enzymes
protéiques... les acides aminés les plus sujets a des attaques radicalaires sont ceux possédant
des chaines latérales aromatiques (phénylalanine, tyrosine, histamine, tryptophane) et les acides
aminés soufrés (méthionine, cystéine) [18].

I.1.5 Activité antioxydant :

Les antioxydants sont classés selon leur mode d’action : éliminateurs de radicaux libres,
chélateurs d’ions métalliques, piégeurs d’oxygene dans des systémes fermés. Les polyphénols,
naturellement présents dans les aliments ou formés au cours des procédés de transformation
sont considerés comme éliminateurs des radicaux libres [19].

1.1.6 Antioxydant :

Un antioxydant est défini comme une substance qui, ajoutée a faible dose a un produit
naturellement oxydable a I’air, est capable de ralentir ou d’inhiber le phénomene d’oxydation
de ces substrats, comme les protéines, les lipides, et les carbohydrates [20].
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Role protecteur des antioxydants

Molécule stable

Antioxydant

g | ) é d'un électron
2 —" / Electron

@ nonapparié

Figure 3 : Neutralisation d’un radical libre par un antioxydant [21].

1.1.7 Classification des antioxydants :
a- Antioxydants synthétiques :

Le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluéne (BHT), les esters de l'acide gallique
(vallate de propyle, gallate d'octyle et gallate de dodécyle) sont des antioxydants synthétiques
lipophiles. Le BHA et le BHT sont des composés aromatiques les plus fréquemment utilises.
Ceux-ci sont principalement employés comme conservateurs, a faible concentration, dans les
produits cosmétiques et alimentaires afin de protéger les lipides du rancissement. Néanmoins,
leur utilisation reste controversée, les produits de dégradation du BHA et du BHT étant
suspectés d'étre cancerogénes [22]. De plus, dans le domaine alimentaire, des réactions
d'hypersensibilité ont été recensées pour les gallates, le BHA et le BHT. Enfin, des réactions
allergiques (de type urticaire) ont été observées chez certains sujets sensibles au BHA et BHT
[23]. A ce jour, aucun texte ne mentionne ni ne reglemente I'utilisation de tels antioxydants.

b- Antioxydants Naturels :

Les antioxydants naturels comprennent de nombreux éléments naturellement présents dans nos
aliments tels que les fruits et Iégumes, les oligo-éléments et les plantes qui ont un effet combiné
pour aider a protéger les cellules du corps contre I’effet des radicaux libres. les principaux
antioxydants et cite des exemples de quelques importantes sources en ces composés naturels
Tableau 1.
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Tableau 1 : Principaux antioxydants naturels et sources alimentaires associées [24].

Principaux nutriments antioxydants

Sources alimentaires

Vitamine C

Agrume, melon, brocoli, fraise, kKiwi,
chou, poivron.

Vitamine E huile de tournesol, de soja, de mais,
beurre, ceufs, noix.
[-caroténe les Iégumes verts, la salade, les carottes, les

épinards, I’abricot, la
papaye, le melon, le potiron et d’autres fruits
jaunes.

Acides phénoliques

Céréales complétes, baies, cerises.

Sélénium Poisson, ceufs, viandes, céréales,
Volaille.
Zinc Viande, pain complet, Iégumes verts,

huitres, produits laitiers.
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Chapitre 2 :

Les huiles essentielles
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1.2.1 Définition d’une huile essentielle :

Une huile essentielle ou « essence végétale » est I’essence volatile extraite de la
plante par distillation. Il s’agit d’une substance complexe qui contient des molécules
aromatiques dont I’action bénéfique sur la santé est étudiée et mise en pratique par
I’aromathérapie. Les HE combinent des molécules tres variées (en moyenne une centaine de
molécules différentes pour une seule essence : terpénes, cétones, alcools, esters,
aldéhydes...) [25].

Elles sont obtenues par distillation a la vapeur d'eau ou distillation & sec ou
extraction mécanique. Dans ce dernier cas, une certaine ambiguité existe sur la
dénomination d'huile essentielle. Selon I'AFNOR, il faut utiliser le terme d'essence alors que
la Pharmacopée francaise et la Pharmacopée européenne utilisent le terme dhuile
essentielle. Le terme d'huile essentielle a été retenu par les spécialistes en pharmacognosie
[26].

Thermometre

— -y ——— (—

L ﬁpmuvette
graduée

i |
== Huile
essentielle

Chauffe-
ballon

-i‘— Phase aqueuse

Pt

Figure 4 : Un montage d’hydrodistillation [27].

1.2.2 Répartition et localisation de I’huile essentielle :

Les huiles essentielles sont produites par des cellules végétales spécialisées et
peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux [28] :

* les feuilles : eucalyptus, citronnelle, laurier noble...
e les fleurs : camomille, lavande...
* les zestes : citron, orange, bergamote...
* le bois : bois de rose, santal...
* 'écorce : cannelle...
* la racine : vétiver...
* les fruits : anis, badiane...
* les rhizomes : curcuma, gingembre...

11
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* les graines : muscade

1.2.3 Classification des huiles essentielles :

La composition d’une huile essentielle (HE) est souvent trés complexe. La plupart du
temps, une HE comporte un ou deux composants majoritaires qui vont jouer un réle central dans
ses propriétés thérapeutiques :

a- Les composés terpéniques (hydrocarbures) : Les terpénes sont une classe
d'hydrocarbures, dont le nom se termine par « —€ne ». lls sont produits par de nombreuses
plantes, en particulier les coniféres et les agrumes. Les terpénes sont des dérivés de
I'isoprene CsHs et ont pour formule de base des multiples de celle-ci. Ces squelettes peuvent
étre arrangés de facon linéaire ou bien former des cycles.

T
/C

CH
HCZ 7 2

|
H

Figure 5 : Structure chimique de I’isopréne [29].

Les terpénes sont divisés en plusieurs classes en fonction des unités penta carbonées
ramifiées (C5). On distingue donc monoterpénes (C10), sesquiterpénes (C15), diterpenes
(C20), triterpenes (C30). Ce sont les molécules les plus fréeqguemment rencontrés dans les
HE.

Les terpénes sont les molécules les plus répandues et connues dans les HE pour leurs
nombreuses propriétés thérapeutiques. Les plus importants sont : le limonéne, le 9-3-
carene, lecaroténe, le B-pinéne et I'a-pinene [30].

b- Les composés aromatiques : Les espéces aromatiques sont retrouvées en grande
majorité chez les végétaux supérieurs et dans un nombre limité de familles (Les Lamiacées, Les
Myrtacées, Les Rutacées, Les Cupressacées, Les Pinacéees, Les Apiacées, Les Astéracées, Les
Lauracées, Les Géraniacées, Les Myrtacées...) (31][32].

D’un point de vue chimique, les composés produits par les plantes sont subdivisés en deux
groupes de molécules : les métabolites primaires et les métabolites secondaires :

* Les métabolites primaires :se trouvent dans toutes les cellules végétales. Ils sont
indispensables pour la vie de la plante : sucre, lipides, protéines, acides aminés.

* Les métabolites secondaires : n’ont qu’une répartition limitée dans la plante et
ne font pas partie des matériaux de base de la cellule. Ces composés ne se trouvent

12
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normalement que dans des tissus ou organes particuliers a des stades précis du
développement. Il existe différentes classes de métabolites secondaires dont 3
dominent la phytochimie des plantes (Les alcaloides, Les terpénes, Les substances
phénoliques) [33].

Selon la nature chimique des principes actifs majoritaires d’une huile essentielle, leurs effets
biologiques (pharmaceutique/cosmétologique ou phytosanitaires) varient comme le résume le

tableau suivant :

Tableau 02 : Propriétés thérapeutiques de quelques huiles essentielles selon la classe de leurs produits
majoritaires (34].

Classe  de | Huile essentielle Propriétés thérapeutiques
constituant
— | e Citronnier (limonéne (60 a 75%) / vy- | Puissants, decongestionnants
3 terpinéne (8 a 12%) / B-pinéne (10 a | respiratoires, Antiseptiques
§ 16.5%)). Cicatrisantes (restructuration
3 Mandarine (zeste) (limonéne (65 & 75%) / | du tissu conjonctif, emploi de
< y-terpinéne (16 a 22%) / o et B-pinéne (2 & | courte durée sur la peau et les
=2 4%) %) / myrcene (1.5 & 2%)). mugqueuses si utilise pur)
® Oranger amer (zeste) (limonene (90 %) / a
et B-pinene (1 a 2%) / myrcene (1 a 4%)).
— Citronnelle de Ceylan (géraniol (20 a 25%) | Anti-inflammatoires
3 / citronnellol (8.5 & 14%)). Sédatives
QS—J Géranium rosat (Citronnellol (18 & 30%) / | Antiallergiques
S géraniol (9 a 17%)).
@ Lavande aspic (nalol (30 a 40%) / a-
terpinéol (1%)).
— Cannelle de Ceylan ((feuilles) eugénol (70 | Puissants antibactériens,
3 a 87%) / isoeugenol (0,15%)). Antivirales, Antifongiques
-% Origan d’Espagne (carvacrol (67 a 79%) / Antiparasi_taires,
3 thymol (0,1 a10%)). Immunostimulantes
o Sarriette des montagnes (carvacrol (52 a
58%) / thymol (5 a 15%)).
Aldéhydes Cannelle de Chine écorce (cinnamaldéhyde | Anti-inflammatoires
(60 a 90%)). Sédatives
Cumin officinal (cuminaldéhyde (30 a
35%)).
') Lavande stoechade (fenchone (25 a 42%) / | Mucolytiques Expectorantes
F camphre (12 & 28%)). Cicatrisantes
2 Romarin officinal CT camphre (camphre | Antiparasitaires
(21.6%) / verbénone (1.3%)).

13
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m | e Gaulthérie couchée (salicylate de méthyle | Puissants antispasmodiques,
a (> 95%)). Anti-inflammatoires,
@ | e Hélichryse italienne (acétate de néryle (30 | Antalgiques, Fongicides,
a 75%)). Calmantes, relaxantes,
e Petit grain de bigarade (Acétate de linalyle | sédatives
(36 2 57%)).
s 0 |  Orange douce (< 0.5% : aurapténe, | Anticoagulantes (efficace
@ O A \ o2
» C bergaptol). méme a |’état de trace),
é e Mandarine (bergapténe). Hypotensives Sedatives,
- hypnotiques
> | e Cannelle de Chine (acide benzoique / acide | Puissants anti-inflammatoires
= cinnamique). Antalgiques
& | e Baumier du Pérou (acide benzoique / acide
cinnamique).
e Gaulthérie couchée (acide salicyligue).

1.2.4 Définition de chemotype :

La notion de chémotype (chimiotype ou encore race chimique) est une notion clé en
aromathérapie, officialisee en Union européenne en 2006 avec l'adoption du réglement
REACH.

Le concept de chémotype permet de distinguer deux ou plusieurs huiles essentielles
majoritaires de composition chimique différente produites a partir de plantes de la méme
espece, définie par sa dénomination scientifique et non a partir de sa dénomination commune
(35].

Ce terme sapplique a tout type de composés chimiques appartenant au métabolite
secondaire. Les huiles essentielles tiennent une place prépondérante dans ce phénomene. Le
chimiotype est utilisé en biologie moléculaire surtout dans ses applications médicales
(aromathérapie) et agricoles mais également en parfumerie.

Un des exemples les plus courants de chimiotypes est celui du thym (Thymus vulgaris
L.). On compte pour cette espece 8 chimiotypes différents : 7 dans les garrigues du sud de la
France (a thymol, a carvacrol, a géraniol, a linalol, a alpha-terpénol, a trans-4-thuyanol et a cis-
8-myrcénol) et un en Espagne (a cinéol) [36].

1.2.5 Activité antioxydant des huiles essentielles :

Le pouvoir antioxydant de ces huiles est développé comme substituant dans la
conservation alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont responsables
de ce pouvoir [37].

Lorsque 1’on parle d’activité antioxydante, on distingue deux sortes selon le niveau de leur
action : une activité primaire et une activité préventive (indirecte). Les composes qui ont une
activité primaire sont interrompus dans la chaine autocatalytique de 1’oxydation [38]. En
revanche, les composés qui ont une activité préventive sont capables de retarder 1’oxydation par
des mécanismes indirects tels que la complexation des ions métalliqgues ou la réduction
d’oxygene... etc.

14
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Des études de 1’équipe constituant le Laboratoire de Recherche en Sciences Appliquées a
I’Alimentation (RESALA) de I'INRS-IAF, ont montré que I’incorporation des huiles
essentielles directement dans les aliments (viandes hachées, légumes hachés, purées de fruit,
yaourts...) ou I’application par vaporisation en surface de I’aliment (piéce de viande,
charcuterie, poulet, fruits et légumes entiers...) contribuent a préserver [’aliment des
phénomeénes d’oxydation [39].

1.2.6 Domain d’application des huiles essentielles :

Autrefois réservées a la parfumerie et a la médecine, les huiles essentielles sont
aujourd’hui omniprésentes dans notre quotidien : dans des produits cosmétiques, dans des
produits d’hygieéne ou dans des parfums d’ambiance, dans des huiles aromatiques destinées aux
massages bien-étre, ou encore ¢

Ommercialisées sous forme de complexes visant a purifier notre air pollué. Elles
trouvent également un intérét grandissant auprées de 1’industrie et de 1’agroalimentaire [40].

On estime a environ 3000 le nombre d’huiles essentielles connues et autour de 300 celles ayant
un intérét commercial, principalement pour 1’industrie du parfum et des aromes. Elles
présentent de multiples propriétés exploitables qui leur permettent de trouver des applications
dans des domaines trés variés. C’est par exemple le cas de 1’huile essentielle de menthe poivrée
qui est utilisée comme agent de saveur par I’industrie cosmétique dans les dentifrices, mais
aussi par D’agroalimentaire dans les liqueurs, chewing-gum, glaces et chocolats. En
aromathérapie ce sont ses propriétés antalgiques, anesthésiques, toniques et stimulantes du
systéme nerveux central ainsi que ses propriétés digestives qui sont recherchées. Quant a I’huile
essentielle de basilic, elle est utilisée par I’industrie du parfum, dans I’agroalimentaire comme
arbme pour sauces et condiments, et en médecine comme antispasmodique et régulateur du
systeme nerveux [41].
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1.3.1 Introduction :

Le nombre d’études théorique a fortement augmenté avec le développement des outils
informatique dans les 20 déniées années [42][43], parce que dans de nombreux domaines de la
chimie, la quantité de données et d’informations produites par la recherche ne peut étre traitée
et analysée, sauf par les méthodes assistées par ordinateur, ainsi ont été développées la chimie
assistée par ordinateur, appelé Chimoinformatique ou (Computational Chemistry), ses
applications peuvent étre de différente nature, telles que 1’élucidation et I’analyse de structure
chimique, le traitement d’information chimiques ou encore la chimie théorique[44].

L’utilisation des méthodes théoriques pour 1’obtention des modéeles qui puissent prédire
et comprendre les structures, les propriétés et les interactions moléculaires est connue sous le
nom de (Modélisation Moléculaire). Celle-ci permet de fournir des informations qui ne sont pas
disponibles par I’expérience et joue donc un rdle complémentaire a celui de la chimie
expérimentale [45]. La prédiction de la réactivité et de la sélectivité d’un processus chimique
est cruciale. Elle repose essentiellement sur deux modele qualitatifs, le premier est la théorie
des orbitales frontiere tandis que le second est celui de la théorie de la fonctionnelle de la
densité DFT conceptuelle [46].

1.3.2 La chimie quantique :

La chimie quantique est une branche de la chimie physique qui applique la mécanique
quantique aux systemes moléculaires pour étudier les processus calcul des propriétés
structurales (géométries, fréquences de vibration, etc.), énergétiques (énergies de liaison,
énergies d’excitation, etc.) et réactionnelles (barrieéres d’activation, liaisons chimiques, etc.) des
molécules en appliquant les lois de la mécanique ondulatoire aux électrons [47].

1.3.2.1. Les méthodes quantiques :

Les méthodes quantiques sont basées sur le calcul des orbitales moléculaires (OM).leur
complexité augmente rapidement avec le nombre d’électrons .les principales variantes sont :
« Laméthode de champ auto cohérent (self consistent Field, SCF).
« Laméthode basée sur la fonctionnelle de la densité (Densityfunctional
Theory, DFT) [48].

1.3.2.2 La théorie de la fonctionnelle de la densité :

La DFT (Density Functional Theory) est une méthode de calcul quantique permettant I’étude
de la structure électronique, de maniere exacte. Elle est actuellement la technique des premiers
principes la plus largement utilisée. Elle repose sur les deux théoremes de Hohenberg et Kohn.
Le premier théoréme stipule qu’a une densité ¢lectronique donnée correspond une fonction
d’onde unique. Le second théoréme postule que 1’énergie, fonctionnelle de la densité
électronique, obéit au principe variationel.
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La densité est calculée a partir d’un déterminant de Slater, ce que nécessite une base
d’orbitales atomiques. Des approximations sont nécessaires pour le calcul de 1’énergie [49].

Ainsi, selon les deux théorémes, on peut connaitre totalement I’état d’un systeme électronique
en déterminant sa densité électronique et on peut obtenir la densité de 1’état fondamental en
minimisant I’énergie du systeme.

Les methodes DFT ont montré leur efficacité pour le calcul de complexes de grande taille,
comportant quelques centaines d’électrons. Ces méthodes donnent dans des temps de calculs
relativement raisonnables des résultats assez corrects de mesures de plusieurs grandeurs
physico chimiques [50].

1.2.2.3 L’étude théorique de ’activité antioxydante par la DFT

L’activité antioxydante est généralement régie par trois principaux mécanismes :

1/ Céder un atome d’hydrogéne (HAT): lié a un atome de forte électronégativité (liaison
fragile). Cette réactivité est régie par 1’enthalpie de dissociation de la liaison hydrogene BDE
de (I’acronyme anglais Bond Dissociation Enthalpy : BDE)

ArOH + R —225 » Ar0 +RH
L’enthalpie de dissociation de la liaison O-H (BDE) est calculée par la formule suivante :

BDE = H (A0 ")+ H(H")-H (AOH )
Plus la BDE est faible plus la molécule a tendance a donner son H pour formé un radical stable.

2/ Laisser partir un électron suivi par le départ d’un proton (SET-PT). Cette réactivité liée au
potentiel d’ionisation (ionisation potentiel : IP) et I’enthalpie de dissociation du proton (Proton
Dissociation Enthalpy : PDE)

IP

ArOH + R ArOH + R —_PPE__ RH + ArO

IP et PDE sont calculés par les formules suivantes :

IP = H(ArOH ")+ H (e )—H (ArOH )

PDE = H (A0 )+ H (H ")-H (ArOH ™)

3/ Céder un proton suivi d’un électron (SPLET). Cette réactivité est liée a 1’affinité protonique
(ProtonicAffinity : PA) et (Electron Transfer Enthalpy : ETE).

ArOH PA ArO + H”
ArO+R —ETE . AfO+R

R+HT ~ RH réaction acido-basique
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PA et ETE sont calculés par les formules suivantes :
PA = H(Ar0O )= H (H ")- H (ArOH )
ETE = H (ArO ")+ H (e ) - H (Ar0 )

Avec H(X) est I’enthalpie du systeme X dans les conditions standards (T=298.15K, P=1atm).

Les caractéristiques thermochimiques de la premiere étape de chaque mécanisme déterminent
la probabilité du chemin réactionnel.

De plus d’un point de vue thermodynamique 1’énergie minimale BDE min pour le mécanisme
HAT, la somme (IP+PDE) pour SET- PT et la somme PA+ETE pour SPLET peuvent prédire le
site anti radicalaire le plus favorable.
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Matériels et méthodes

I1.1 Objectif:

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire pédagogique de pavions 5 de
1’Université Saad Dahleb Blida.

Notre travail expérimental est divisé en deux parties. La premiére partie a comme
objet I’étude de pouvoir antioxydant des composés volatils, a savoir le a -pinene, le Camphor,
le Camphéne, p-cymene, limonene, Thymol, 1-naphtol, Menthol, Eugenylacétat, Eugenol,
Ocimene, Guaiacol, Géraniol, Anisole, BHT, BHA, Vit C par deux méthodes (méthode du
piégeage du radical libre DPPH et le test du pouvoir réducteur du Fer (FRAP).

Dans une deuxiéme partie, nous avons réalisé une étude théorique de cette activité par la
méthode DFT.

11.1.1 Appareillage et produits chimiques :
11.1.1.1 Appareils :

e Le suivie de I’absorbance dans le domaine UV-visible des produits volatiles étudiéés
a été réalisé a I’aide d’un spectrophotometre UV- Visible.

e Une balance analytique de marque "EXPLORER" a été utilisée pour Les differentes
pesées.

e L’étude des conformations du point de vu énergétique a été réalisée sur le logiciel
gaussian 98 et gaussian 09.

e Lareprésentation des molécules est réalisée grace au logiciel Gauss View 5.0

11.1.1.2 Réactifs chimiques :

L’ensemble des réactifs chimique utilisés au cours de notre expérimentation est
présenté dans le tableau 3 ci-dessous :

Tableau 3: familles et nomenclatures des réactifs chimique utilisés dans notre travail.

Famille Réactifs Nomenclateurs
Chimiques
o —pinene Triméthyl-2, 6,6-bicyclo [3.1.1] hept-2-éne
Camphene 2,2-diméthyl-3-méthyléne bicyclo, heptane
Hydrocarbures Limonéne 1-méthyl-4-prop-1-én-2-yl-cyclohexéne
Ocimene 3,7-diméthyl-1, 3,7-octatriéne
p-cymene 1-méthyl-4-(1-méthyléthyl) benzéne
Hydrocarbures oxygénés | Thymol 5-méthyl-2-(propan-2-yl)-phénol
phénolique Guaiacol 2-Methoxyphenol
1-naphtol Naphtalén-1-ol
Hydrocarbures Camphor 1, 7,7-Trimethylbicyclo [2.2.1] heptan-2-one
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Oxygénés non Menthol (1R,2R,5R)-5-méthyl-2-
Phénoliques (propan2yl)cyclohexanol
Eugényl acetate | (2-methoxy-4-prop-2-enylphenyl) acetate
Phénoliques Eugenol 2-méthoxy-4-(2-propenyl)-phénol
Oxygene non Géraniol (2E)-3,7-diméthylocta-2,6-dién-1-ol
aromatique
Hydrocarbures Anisol Méthoxybenzéne
aromatique
BHT 2,6-di-tert-butyl-4-méthylphénol
BHA 2-tert-Butyl-4-hydroxyanisole and 3-tert-butyl-
4-hydroxyanisole (mixture)
Antioxydants de VITC (5R)-5-((11S)-1,2-dihydroxyéthyl))-3,4-
synthese dihydroxy-5-hydrofuran-2-one
Solvant Ethanol Ethanol
Radical libre DPPH 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle
Réactive FeClsz Chlorure de fer(l11)
(KsFe(CN) 6) Ferricyanure de potassium
TCA Acide trichloracétique

11.1.2 Méthodes :

11.1.2.1 Activité antioxydant des composés volatils :

Pour étudier I’activité anti radicalaire des différents composes volatils, nous avons
choisi  la méthode du piégeage du radical libre DPPH (2,2-Diphényl 2 -pycrilHydrazil), et
Test du pouvoir réducteur du Fer) FRAP. Cette activité doit étre comparée a celle des
antioxydants de réferences tels que le BHA, BHT, Vitamine C et la vitamine E.

11.1.2.1.1 la méthode du piégeage du radical libre DPPH :

Les solutions de nos échantillons sont préparées a des concentrations qui nous permettront
d’évaluer la valeur d "EC50, ces intervalles de concentrations ont été déterminés grace a des tests
préliminaires effectués sur chaque échantillon. Le mode opératoire suivie est simplifié dans le schéma
suivant:
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La solution de DPPH Les solutions méres des

4mg/ 100ml dans éthanol Echantillons a testé

Différents volumes de la solution meére
sont introduits dans un tube a essai et
complétées a 1 ml avec I’éthanol

+ 1ml de DPPH

Agitation

Laisser dans I’obscurité a T° ambiante
pendant 30 min

L’absorbance est mesurée a l’aide d’un
spectrophotométre UV-Visible a 517
nm

Figure 6: Organigramme du mode opératoire suivi lors du test du piégeage du radical libre DPPH.

L’estimation de I’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 dans
1’¢éthanol.

ABS échantillon : absorbance a 517 nm de chaque échantillon.

Les concentrations ainsi que les volumes de chaque échantillon sont donnés dans le tableau 4.
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Les solutions d’antioxydants synthétiques de référence ont été préparées avec des
concentrations et des volumes donnés dans le tableau 5.

Tableau 4: Concentration de la solution mére, différents volumes et concentrations des ssolutions
testées pour chaque échantillon.

Composé [solution mere] mg/ml | Volume préleve (ul) [SOI(I;IT:;;H;”e]

0 0

5 0,025

10 0,05

20 0,1

10 40 0,2

Carvacrol ou 60 0,3
Thymol 30 04
100 0,5

120 0,6

150 0,75
200 1

300 1,5
400 2

500 2,5
0 0

10 0,05

15 0,075

20 0,1

40 0,2

60 0,3

1-naphtol 10 20 04
100 0,5

120 0,6

150 0,75
200 1
400 2
0 0
20 5

60 15

. 80 20
Comphéne 500 200 %0
300 75

400 100

500 125
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800 200
0 0
20 5
30 75
Ocimene 500 40 10
50 12,5
75 18,75
150 37,5
0 0
20 5
50 12,5
a-pinene 500 100 25
150 37,5
200 50
300 75
500 125
0 0
20 1
40 2
80 4
100 5
120 6
150 75
200 10
Menthol 100 400 20
500 25
800 40
1000 50
0 0
5 0,25
10 0,5
20 1
) ) 40 2
Eugényl acétate 100 50 3
100 5
200 10
300 15
500 25
0 0
Guaiacol 0.081 2 0,01
4 0,02
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5 0,025
8 0,04
10 0,05
40 0,2
60 0,3
500 2,5
700 3,5
0 0
5 0,0025
10 0,005
20 0,01
30 0,015
40 0,02
, 50 0,025
Eugénol 0.013 50 0.03
70 0,035
80 0,04
90 0,045
100 0,05
200 0,1
250 0,125
0 0
100 25
200 50
300 75
Anisol >>200 400 100
500 125
600 150
700 175
800 200
0 0
2 0,3
5 0,75
10 1,5
L 40 6
Géraniol >>15 20 %
100 15
150 22,5
200 30
250 37,5
N 0 0
p-cymeéne 0.2 =0 0.005
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100 0,01
200 0,02
300 0,03
400 0,04
500 0,05
600 0,06
700 0,07
800 0,08
0 0
20 5
60 15
Camphor 500 300 75
500 125
600 150
800 200

Tableau 5 : Concentration des solutions antioxydants des références, différents volumes et concentrations
des solutions testées de chaque échantillon.

Composé [solution mere] mg/ml Volume prélevé (ul) [solution fille] (mg/ml)
0 0
10 0,001
20 0,002
40 0,004
BHA 0,2 (mg/ml) 00 0,006
80 0,008
100 0,01
150 0,015
200 0,02
250 0,025
0 0
40 0,004
80 0,008
160 0,016
200 0,02
BHT 0.2 (mg/ml) 300 0,03
400 0,04
500 0,05
700 0,07
800 0,08
900 0,09
Vitamine C 0,2 (mg/ml) 0 0
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10 0,001
20 0,002
30 0,003
40 0,004
50 0,005
60 0,006
70 0,007
80 0,008
100 0,01

60 0,006
70 0,007
80 0,008
100 0,01

11.1.2.1.2 Le test du pouvoir réducteur du Fer(FRAP) :

Le mode opératoire de cette méthode est résume dans le schéma suivant :
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€s

La solution de ferricyanure
De potassium (KsFe(CN)s) a
1%

Les solutions méres des
échantillons dilué a
5 mmol/ L dans I’éthanol

La solution tampon
phosphate (0.2M ; PH
=6.6)

—

-

Différents volumes de la solution
meére sont introduits et complété

a 1 ml avec I’éthanol

+ 1 ml solution tampons

A

+

1 ml solution de ferricyanure de
potassium (KsFe(CN) s)

Agitation

[ Les mélanges sont incubés a 50 C° pendantes 20 min }

+ 1 ml

de I’acide trichloracétique (TCA) (10%)

Le tout est centrifugé a 3000 tours pendant 10 min

On prendre 1 ml du surnageant

/\

+ 1 ml eau

+ 0.2 ml de FeCls (0.1%)

N &
- ~

L’absorbance en UV-Visible
est mesurée a 700 nm

Figure 7 : Organigramme du mode opératoire suivi lors du test du pouvoir réducteur du Fer (FRAP)
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Tableau 06 : Les différents volumes et concentration des solutions filles pour chaque composé avec méme
Concentration de la solution mere 5 mmol/ I.

Composé Volume prélevé (ml) [solution fille] (mmol/1)
0.4 0.9
0.3 0.68
a- pinéne 0.2 0.45
0.1 0.22
0.04 0.09
0.4 0.9
0.3 0.68
Comphéne 0.2 0.45
0.1 0.22
0.04 0.09
0.4 0.9
0.3 0.68
limonéne 0.2 0.45
0.1 0.22
0.04 0.09
0.4 0.9
0.3 0.68
ocimene 0.2 0.45
0.1 0.22
0.04 0.09
0.4 0.9
0.3 0.68
p-cyméne 0.2 0.45
0.1 0.22
0.04 0.09
0.4 0.9
0.3 0.68
Thymol 0.2 0.45
0.1 0.22
0.04 0.09
0.4 0.9
0.3 0.68
0.2 0.45
Guiacol 0.1 0.22
0.04 0.09
0.4 0.9
0.3 0.68
0.2 0.45
1-naphtol 0.1 0.22
0.04 0.09
camphor 0.4 0.9
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0.3 0.68

0.2 0.45

0.1 0.22

0.04 0.09

0.4 0.9

0.3 0.68

Menthol 0.2 0.45
0.1 0.22

0.04 0.09

0.4 0.9

0.3 0.68

Eugenyl acétat 0.2 0.45
0.1 0.22

0.04 0.09

0.4 0.9

0.3 0.68

Eugenole 0.2 0.45
0.1 0.22

0.04 0.09

0.4 0.9

0.3 0.68

Geraniol 0.2 0.45
0.1 0.22

0.04 0.09

0.4 0.9

0.3 0.68

Anisol 0.2 0.45
0.1 0.22

0.04 0.09

0.4 0.9

0.3 0.68

BHT 0.2 0.45
0.1 0.22

0.04 0.09

0.4 0.9

0.3 0.68

BHA 0.2 0.45
0.1 0.22

0.04 0.09

0.4 0.9

0.3 0.68

VITC 0.2 0.45
0.1 0.22

0.04 0.09

0.4 0.9

VITE 0.3 0.68
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0.2 0.45
0.1 0.22
0.04 0.09

11.1.2.2 Méthodologie des calculs theéoriques :

Nous nous sommes intéressés dans cette partie de notre étude a 1’évaluation de I’activité antioxydante
des composés volatils en utilisant la méthode DFT (Density functional theory) avec la base 6-311++G(d,p).
Les calculs ont été effectués en phase gazeuse et sur les conformations les plus stables des composés
naturels étudieés.

Nous avons déterminé la position de la liaison C-H la plus faible en calculant la BDE de toutes les
liaisons C-H par la méthode semi-empirique PM6 (Parametric Method 6).

Par la suite tout les descripteurs théoriques de I’activité¢ antioxydante ont été déterminés au niveau
B3LYP/6-311++G(d,p) afin de relier le pouvoir antioxydant aux propriétés énergétiques de la molécule.

Nous avons realisés nos calculs au moyen du Gaussian 09. Les molécules neutres, ont été optimisées
par les deux méthodes PM6 et DFT (B3LYP/6-311++G(d,p)) et les structures ont été visualises avec
GaussView5.0.

Le formalisme UHF a été utilise 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.

Dans ces calculs, I’enthalpie du proton H*, du radical H- et celle de 1’électron étant prises des références
[51] [52] [53] et valent respectivement: 0.0024 Ha,-0.499 Ha et 0.0012 Ha.
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Résultats et Discussions



Résultats et Discussions

11.2.1 Introduction :

Le but de notre travail est 1’étude théorique et expérimentale de 1’activité antioxydante
de quelques composés volatils. Notre choix est porté sur les composées données dans le
tableau 7. Ces molécules ont été choisies sur la base de leurs structures :

- Quatre isomeres des hydrocarbures non phénoliques
- Un hydrocarbure non phénolique et non oxygeéne.

- Quatre composés aromatiques non phénoliques.

- Cing composés phénoliques.

- Trois antioxydants de référence

Tableau 7: Classes chimiques, structures, formules brutes et masses molaires des composéesVolatiles
étudiées.

Famille Composé Structure Formule Masse molaire
brute g.mol?

o -pinéne ﬁj CioHai6 136,234

T
S campheéne ~ CioHase 136.234
S
QD
o
<
C | Limonéne \”/l:j C1oH1s 136.234
S
»
% Ocimene — s
D CioH1s 136,234
o CHs
@ "on
Géraniol Ci10H180 154,2493
|
HsC™ “CHs
2T (2
S5 S
50 |2 p-cyméne C1oH14 134.222
522
s 2 |2
s |2 o
& | camphor Ci0H110 152.2334
Eugényl C12 H14 O3 206.24
- acétate
S
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Anisole /O© CrHsO 108,1378
z
-
g Thymol
=3 C10H140 150.221
) HO
C
D
Menthol CioH200 156,2652
OH
OCHs
Guaiacol OH C7HgO2 124.139
, 0 Z
Eugénol :@N C1oH1202 164.204
HO
OH
1-naphtol C10HsO 144,1699
g CH; OH CHj
S BHT Hﬁf@‘\(;/\%%ja CisH240 220,3505
<
o
QD
2 CHs3
o ~o0
D
@, BHA C11H160> 180,2435
%\
§ OH
w H(:? H
VITC Ho\/"\?giz;o CeHsOs 176,1241
HO OH

11.2.2 Etude Expérimentale de I’activité Antioxydant:

L’étude expérimentale de 1’activité antioxydant est réalisée par deux méthodes :

-piégeage du radical libre DPPH qui suit un mécanisme de transfére de proton ou

d’électron.
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-pouvoir de réduction du fer ferriqgue FRAP qui se fait selon le mécanisme du transfert
d’¢lectron.

11.2.2.1 Le test de piégeage du radical DPPH :

Le test DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) est une méthode largement utilisée dans 1’analyse
de P’activité antioxydante. En effet, le DPPH se caractérise par sa capacité de radical libre
stable. 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 [54]. Le changement de couleur peut étre suivi par
spectrophotométrie a 517nm et de cette fagon le potentiel antioxydant d'une substance ou
un extrait de plante peut étre déterminée [55].

DPPH (violet) + antioxydant H-A - DPPH-H (jaune) + A*

Figure 8 : Réduction du DPPH par un antioxydant [56].

Cette méthode a pour avantages d'étre relativement simple et peu couteuse [57].
Cependant, elle a pour inconvénients que des antioxydants peuvent rester inertes face au
DPPH relativement stable, interférences possibles a 515 nm, forte dépendance au pH et au
solvant, radical inexistant in vitro [58].

L’absorbance et les résultats de 1’activité de piégeage du radical libre DPPH des composés
étudies en fonction de la concentration [mg/ml] sont regroupés dans le tableau 8

Tableau 8 : activité antioxydante, EC50 et courbe de variation de 1’activité en fonction de la
concentration de I’espéce active des composés purs.

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

0
5,69614
14,16046
25,06592
32,6565
4351018
51,44587
56,32214
61,7655
65,68262 o:o 015 110 1?5 2:0 215
69,48303 (1 (mg/mD
78,16597
82,5099
83,88692

100

©
o
1
.\

)

o

1
l\

IS
o

!
~

0.382

Carvacrol

Moyen A-carvacrol (%)
8
1
N

o
1
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Thymol

0

7,20842

6,71584

31,25863

40,52148

49,71963

53,59386

58,87

65,55556

67,42624

68,18927

75,9278

77,73249

78,63268

0.308

80

I @
o =}
1 1

Moyenne A-thymol

N}
o
1

0.0 05 10 15 20 25
[1(mg/mi)

1-naphtol

0

26,06402

29,23793

31,39621

33,55276

41,10178

49,01203

50,68983

51,46888

55,66123

59,07667

80,10815

0.913

©
o
1

@
o
1

Moyenne A-1-naphtol (%)
3 5
!

o
1

T T T T T
0,0 05 1,0 15 2,0
[1 (mg/mi)

Comphéne

0

9,69917

14,13969

16,01363

22,82794

25,04259

217,44697

25,55366

30,6644

Moyenne A-camphene (%)

= = N N w ()
(&) o (&) o o o a
1 M 1 M 1 ! )

o
1

0 50 100 150 200
[1 (mg/mi)

Ocimeéne

0

31,91913

48,79182

58,5583

78,23039

80,7033

80,95752

7.827

©
=}
1

[}
=}
1

Moyenne A-ocimene (%)
N B
o o
!

o
1

T T T T T T T T T
-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40

[1 (mg/mi)
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o-pinéne

0

4,7259

3,92927

11,59136

22,59332

4427542

54,55249

67,57338

64.01

Moyenne-A-a-pinene (%)

-10

704

60 4

50 +

40

304

2049

104

\ \ \ \ \ \ \
20 40 60 80 100 120 140
[1 (mg/mi)

menthol

0

1,48942

3,42813

4,14015

4,2696

4,98162

6,08202

6,72741

7,56889

9,83755

15,01274

20,12507

++

Moyenne-A-a-pinene (%)

704

60 4

501

404

304

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
20 40 60 80 100 120 140
[1(mg/mi)

eugenyl
acétate

0

16,34522

22,31284

46,79893

54,00918

59,97401

67,37001

79,24201

80,11104

85,14593

1.451

Moyenne A-eugényl acetate (%)

100 4

®
o
1

[}
=}
1

IS
o
1

N
o
1

o
1

0 5 0 15 220 2
[1 (mg/mi)

guaiacol

0

9,76563

18,48958

34,96094

39,84375

42,57813

77,86458

82,03125

87,5651

88,28125

0.081

100 5

80 1

60 4

40 1

Moyenne A-guaicol (%)

l~ll\.\

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
00 05 10 15 20 25 30 35 40
[1(mg/mi)
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eugenol

0

2,57065

9,5353

22,49855

60,94347

62,45236

66,9747

69,27274

70,40751

73,31936

75,39731

83,40575

87,38353

89,01846

0.013

100 4

80

60 +

40

Moyenne A-eugenol (%)

20 4

\ \ \ \ \ \ \ \
000 002 004 006 008 010 012 014
[1 (mg/ml)

géraniol

0

12,2102

13,06902

13,60124

14,03076

15,6382

19,80382

11,75481

13,7718

12,22234

N
o
1

N
13}
1

Moyenne A-géraniol (%)
o 5
1 1

_,/-/'/.\_/-\_

\ \ \ \ \ \ \ \ \
0 5 10 15 20 25 30 35 40
[1 (mg/ml)

+ : pour une concentration de 200mg/ml I’activité ne dépasse pas 30.7%
++ : pour une concentration de 50mg/ml I’activité ne dépasse pas 20.3%
*: Pactivité ne dépasse pas 19.08% ([ ] = 15mg/ml)

Composé | Activité % | EC50(mg/ml) Activité (%) = f([concentration massique])
0
0 " .
0 N /
0 4]
O % 44
anisol 0 ** PER
0 32
=
6,26039 o
7,3864 R T S "t A

[1(mg/mi)
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0
4,71382
7,88199 S . o
18,21484 _
21,30735 N _/
p-cymene | 21,25755|  0.064 ] . /
34,39227 ; /./
46,90226 s
54,54518 A
60,22655 | C O Ogmy '
0
0,55147 18 )
2,94118 ] \
16,36029 2]
10,47794 §1: .
Camphor 2,02206 * kK ‘é -
3,30882 - S
[1{mg/mi)

** : pour une concentration de 200mg/ml I’activité ne dépasse pas 7.4%
*** . L’activité ne dépasse pas 16.36% ([ ] = 75mg/ml)

ECso des espéces chimiques de références

De méme que précédemment, les résultats de 1’activité antioxydante des composés de références sont
résumés dans le tableau 9 :
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Tableau 9 : activité antioxydante, ECso et courbe de variation de I’activité en fonction de la concentration
des produits de reférences.

Composé

Activité %

EC50(mg/ml)

Activité (%) = f([concentration massique])

BHA

0

6,37714

19,14167

23,50739

36,7932

43,37306

48,84471

58,25585

67,82316

75,59039

0.01

804

a o N
o © o
1 1 1

Moyenne A-BHA (%
3
1

T
0,000

T
0,005

T T T T
0,010 0,015 0,020 0,025

[1 (mg/mli)

BHT

0

4,69043

6,94184

7,50469

9,00563

1594747

20,07505

27,39212

35,08443

39,96248

51,59475

0.088

60 4
50 4

40

Moyenne A-BHT (%)
8 8
1 1

.
o
1

=}
1

T
0,02

0,04 0,06 0,08 0.10
[ 1 (mg/ml)

VitC

0

31,4501

55,8187

78,2889

88,2281

86,32852

89,80573

90,98938

89,26034

90,73304

0.0017

100 4

Moyenne A-VitC (%)
] 3 3
1 1 1

N
o
1

=}
1

. ]
.\./l -

T
0,000

T
0,002

T T T T
0,004 0,006 0,008 0,010

[1(mg/mi)
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1.2.2.2 Test du pouvoir réducteur du Fer(FRAP) :

La méthode FRAP est basée sur la réduction de 1’ion ferrique (Fe*) en ion ferreux(Fe?*).Cette
méthode évalue le pouvoir réducteur des composés [59]. 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 I’augmentation de
la densité de la couleur bleu cyanée dans le milieu réactionnel & 700 nm [60]. En effet, le systeme
FeCls/KsFe (CN) sconfére a la méthode la sensibilité pour la détermination « semi quantitative » des
concentrations des antioxydants, qui participent a la réaction redox [61].

Fe(CN) g™ + antioxydant — Fe(CN)e* + antioxydant’

Fe(CN)6*+ Fe®* —  Fe [Fe(CN)g]"

Figure 9 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe ferricyanure Ferrique
Fe (111) et un antioxydant (AH) [62].

Tableau 10 : I’absorbance et les courbes de variation de 1’absorbance en fonction de la
concentration de 1’espéce active des composés purs.

Composé ABS Absorbance = f([concentration massique])
2,385 thymol
y =0,2637x + 2,2864
2,366 2,40 R?=0,9753
2,38 -
2,344 2,36 - )
Thymol 234 - —O—]E:lér;ol. méthode
2,32 232 -
2,30 1 —— Linéaire (thymol:
2289 2,28 T T ) méthode frrap)
0 0,2 0,4 0,6
1-naphtol
y = 0,9986x + 2,0567
2,50 - R?2=0,9828
2,40 -
230 - =9—1-naphtol
1-naphtol 2,44 ’
2,20 1 —— Linéaire (1-
2,10 - naphtol)
2,00 ; . .
0 0,2 0,4 0,6
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2,0313333 comphéne
y =0,9301x + 1,6816
2,5 1 R? = 0,8141
1,9333333 ,
1,5 - /-"‘ =¢=comphéne
Comphéne 1,9396667 ’
1 ] . 7 .
——Linéaire
1,8346667 0,5 4 (comphéne)
0 T T 1
1,6363333 0 0,2 0,4 0,6
2,248 ocimeéne
y =0,6356x + 1,9948
2,3 1 R? = 0,9863
2,178 2,25 -
. 22 1 =@=0cimene
ocimene 2,14 215 -
2,1 - —— Linéaire
' (ociméne)
2,0486667 2,05
2 T T 1
2,0203333 0 0,2 0,4 0,6
1,37 alpha-pinéne
; y =0,4715x + 1,1864
1,40 R2 = 0,9725
1,32 135 -
Alpha- 1.30 1,30 - =#—alpha-pinéne
pinéne ’ |
125 — Linéaire (alpha-
124 1,20 - pinéne )
1,15 . . .
1,19 0 0,2 0,4 0,6
menthol
2,1 - y =0,233x + 1,9985
' R? = 0,9603
2,08 -
2,06 - =4=—menthol
Menthol 2,095
2,04 - o
—— Linéaire
2,02 - (menthol)
2 T T 1
0 0,2 0,4 0,6
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2,5016667 eugényl acétate
2,6 - y =0,8386x + 2,1559
R?=0,9376
2,39942 2,5 -
Eugenyl 2,4 - =0—cugényl acétate
acetat 2,33112 23 -
2,2 - —— Linéaire
2,2655 (eugényl
2,1 ' ' ' acétate)
0 0,2 0,4 0,6
2,181312
2,1276667 guaiacol
214 - y = 0,2865x + 2,0163
R?=0,9827
2,11 2,12
21 - =9—guaiacol
Guiacol 2,07 2,08 -
2,06 - ——Linéaire
(guaiacol)
2,04 204 - g
2,02 T T |
2,0316667 0 0,2 0,4 0,6
2,4346667 eugénol
y =0,7666x + 2,1186
245 1 R? = 0,9709
2,3506667 24 ’
2,35 ol
2,24 i =4=—rcugéno
Eugenole 23
2’25 ] Li ]
—— Linéaire
2,215 2,2 1 (eugénol)
2,15
2’1 T T 1
2,15 0 0,2 0,4 0,6
2,329 anisol
y=0,4818x + 2,135
2,35 1 R? = 0,9605
2,287 23 -
2,25 -
Anisol 2,21 =@ anisol
2,2 - —— Linéaire (anisol)
2,2
2,15 -
2’15 2,1 T T 1
0 0,2 0,4 0,6
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2,0563333 géraniol
2,1 - y =0,7196x + 1,7566
1,949 R?=0,9652
2 .
. === géraniol
Geraniol 1,9023333 19 -
1,8 - —Linléair.eI
1,854 17 (géraniol)
0 0,2 0,4 0,6
1,7696667
2,061
p-cyméne
21 - y =0,818x +1,7354
1,9783333 ’ RZ = 0,9981
2 -
p-cymene 1,908 1,9 - === p-cymene
1,8 -
1,8133333
1,7 T T 1
0 0,2 0,4 0,6
1,767
2,2596667 comphor
23 - y =0,7808x + 1,9439
2,1873333 . R®=0,9852
a === comphor
comphor 2,08 21 -
2 — Linéaire
2,0143333 (comphor)
1,9 T T 1
1,99 0 02 04 0,6

Tableau 11: ’absorbance et les courbes de variation de I’absorbance en fonction de la concentration
des produits de références.

Composé ABS moy La courbe
2,031 BHA
y=0,5182x+1,8407
2,01333333 21 R? =0,9439
2,05
2
BHA 1,948 1,95 ——BHA
191 1.9 — Linéaire (BHA)
’ 1,85
1,8 T T 1
1,84 0 0,2 0,4 0,6
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2,283
BHT
2,40 y =0,6448x +2,0356
2,22966667 R = 0.9768
2,30
BHT | 2,18933333 2,20 —o—BHT
210 — Linéaire (BHT)
2,09366667 ’
2,00 T r ,
2,05266667 0 0,2 0,4 0,6
2,58568 Vit C
y =0,8012x+2,2736
2,53 270 R? =0,9463
! 2,60
VIT C 2,50 .
2,42952 ==VitC
2,40
—— Linéaire (Vit C)
2,30
2,35773 L 4
2,20 T T \
2,277872 0 0,2 0,4 0,6
2,15366667 Vit E
y=0,4848x+ 1,962
2,20 R? =0,9802
2,10166667 2,15
VITE 2,10 Vi
2,07 2,05
— Linéaire (Vit E)
2,00
2,02 V4
1,95 T T \
1,969 0 0,2 0,4 0,6

Discussion des résultats expérimentaux :

Afin de discuter les résultats de 1’activité antioxydante des composés testés ; nous avons regroupé les
valeurs d’EC50 obtenus par la méthode du piégeage du radical libre DPPH dansle tableau 12. Aussi hous
avons rapporté les valeurs de I’activité du pouvoir réducteur obtenus avec la plus grande concentration
testée pour chaque composeé.
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Tableau 12: Valeurs des EC50 obtenues lors du test du piégeage du radical libre DPPH et les

absorbances obtenues a 0.9 mmol/L lors du test FRAP.

Famille Composé Structure Ecso(mg/mL) | Absa 0.9 mmol/L
64.01 1.37
< | a-pinéne
2
S \ . / 2.03
2 camphéne | ( |
(o
c
=S
et 7.825 2.24
S Ociméne ~ = =
=
g CHs / 2.06
Q A
=, , . OH
_c% Géraniol ¢
Hs;C CHs
0.64 2.06
p-cyméne >—©*
/ 2.24
Z O
S
3 Camphor
%‘ 1.45 2.50
= Eugenyl
c acétate
]
T
<
2 / 2.33
o .
SQ Anisole
Q =S
= g
o C
S o
§ carvacrole c:”° N 0.382 /
A 0.308 2.385
o Thymol /?
=1
= HO
c
@D
/ 2.095
Menthol
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OCH5 0.081 2.13
Guaiacol @/OH
0.013 2.43
Eugénol /O:©/\/
HO
OH 0.913 2.44
1-naphtol
CH; OH CHs 0.088 2.28
H3C CH
> BHT ﬁaj\(;/%{;
=
S CHs
<
S ~o 0.01 2.03
=
a BHA
D
=
oy OH
D~
@ HO 0.0017 2.58
> : Hpo
U) —
HO OH

Sachant que plus la valeur d’Ecso est petite, plus I’activité est meilleure. Alors que, pour la
méthode FRAP, plus I’absorbance est importante, plus le pouvoir réducteur est meilleur. On
remarque:

Pour la méthode DPPH, I’activité est trés sensible a la structure des
composés testés. Comme c’est décrit dans la literature, les composés
phenoliques présentent des activités semblable a celles des antioxydants de
références. Tel est le cas du gaiacol avec un EC50 semblable a celui du
BHT. Aussi on peut mentionner le cas de 1’eugénol qui présente une activité
meilleure que celle du BHT et semblable a celle du BHA.

Dans la famille des hydrocarbures aromatiques non phénoliques ; on
remarque que la valeur d’EC50 du p-cymene est deux fois supérieure a
celles du thymol est cela est attribuer a 1’absence de la fonction phénolique.
La méme remarque est observéedans le cas de ’eugenyl acétate ou la valeur
d’EC50 est cent fois supérieure a cellede 1’eugénol. Cela est aussi attribuer
a I’absence de la fonction phénolique.

Dans la famille des hydrocarbures non aromatisons I’activité est trés faible
comparée a celle des antioxydants de réference.

49



Résultats et Discussions

Pour la méthode FRAP. L’activité est insensible a la variation de la structure des
composes testés. L’exemple est celui de 1’ociméne qui présent un pouvoir
réducteur proche de celui du BHT et meilleur que celui du BHA.

On peut citer aussi I’exemple de 1’eugenyl acétate qui présente un pouvoir
réducteur plus important que tous les composés volatiles testés.

11.2.3 Discussion des résultats théoriques:

1/ Le mécanisme HAT

Les résultats des calculs sont résumés dans le tableau 12.

Tableau 13 : Valeurs de BDE (Kcal/mol) des composés étudiés

Composés BDE (Kcal/mol)
o —pinéne 80.52
camphéne 95.19
Limonén 80.31
Ocimen 76.85
p-cymeéne 82.22
Thymol 79.04
Guaiacol 75.05
1-naphtol 75.58
Camphor 95.45
Menthol 95.90
Eugenylacétat 73.25
Eugenol 79.87
Géraniol 97.98
Anisole 94.35
BHT 78.54
BHA 77.17

Les résultats donnés dans le tableau 13 montrent que:

» Pour les hydrocarbures: BDEs de (C-H) généralement varient de 76.85 a 95.19

Kcal/mol.

En comparaison avec les résultats obtenus précédemment [63], nos résultats sont en bon

accord avec les précédents et donnent 1’ordre suivant:

BDE Ociméne< BDE Limonéne< BDEg- pinéne < BDE p- cyméne< BDE Camphéne

Ce classement peut étre expliqué par la stabilité relative des radicaux formes apres le départ
de H-. Cette stabilité provient du fait que 1’abstraction d’un H de la liaison C-H la plus fragile
se réalise sur I’atome en position a de la double liaison d’ou la formation d’un radical stabilisé

par effet de résonance.

De plus I’analyse de la densité de spin (figure 10) du radical ocimene montre une meilleure
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délocalisation de la densité sur I’ensemble de la molécule par rapport aux autres radicaux.

» Pour les composés oxygénés: les valeurs de BDEs de O-H varient de 73.25 a
97.87Kcal/mol.

L’ordre des BDEs est :

BDE Eugényl acétate <BDE GuaiacoI:BDE 1-naphtol <BDE Thymol <BDEeugénoI< BDE anisole< BDEcamphor

<BDE pentnoi<BDE géraniol

Les résultats montrent que les composes: géraniol, menthol, camphore et anisole sont
caractérisés par des BDEs élevée (> 90 Kcal/mol). Ces composés sont incapables de jouer le
role d’un antioxydant effectif, ce qui est en bon accord avec le test DPPH.

L’eugényl acétate, le guaiacol et le 1-naphtol sont caractérisés par des BDEs comparables
avec le BHA et le BHT.

L’cugényl acétate posséde la BDE la plus faible du faite de la stabilité confiée au radical par
I’effet de résonance.

» Pour les antioxydants de synthése 1’ordre de BDE est :

BDEviTc<BDEgHa<BDEgHT BDEvitc=74.54Kcal/mol (64).

2/ Le Mécanisme SET-PT

Les résultats des calculs d’IP, PDE de chaque composé sont rassemblés dans le tableau
suivant :

Tableau 13: les valeurs de I’TP et PDE (Kcal/mol) des composés étudiés

Composés IP PDE IP+PDE
o —pinéne 181,11 215,41 396,53
Camphene 191,90 219,30 411,20
Limonen 186,18 210,13 396,32
Ocimen 179,54 213,31 392,86
p-cymene 188.55 209.67 398.23
Thymol 180,15 214,90 395,05
Guaiacol 175.35 215.70 391.05
1-naphtol 175,38 216,21 391,59
Camphor 192,93 218,53 411,46
Menthol 199,48 212,43 411,91
Eugenylacétat 174,71 214,55 389,26
Eugenol 172.04 223.83 395.87
Géraniol 177.08 236.91 413.99
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Anisole 186.22 224.14 410.35
BHT 165.91 228.64 394.55
BHA 165.13 228.05 393.18

Ces composes sont caractérises par des IPs plus élevé que ceux de
BHA et BHT La variation d’IP suit généralement le méme ordre de

variation que la BDE.

Nous remarquons que ’énergie requise pour ce mécanisme est 4 fois plus grande
que I’énergie requise pour le mécanisme HAT. Cela montre que le mécanisme HAT
est le plusfavorable en phase gazeuse.

3/ Le mécanisme SPLET

Les résultats de calcul de PA et ETE sont rassemblés dans le tableau suivant

Tableau 14: les valeurs de PA et ETE de composées étudiés:

Composés PA ETE PA+ETE
o —pinene 335,36 61,16 396,53
Camphéne 411,60 -0,40 411,20
Limonen 382,90 13,42 396,32
Ocimen 364,24 28,62 392,86
p-cymeéne 382.68 15.55 398.23
Thymol 344,26 50,78 395,05
Guaiacol 348.51 42.54 391.05
1-naphtol 338,74 52,84 391,59
Camphor 409,51 1,95 411,46
Menthol 367,62 44,29 411,91
Eugenylacétat 363,19 26,07 389,26
Eugenol 350.74 0.83 395.87
Géraniol 372.64 41.35 413.99
Anisole 399.59 10.76 410.36
BHT 350.74 43.81 394.55
BHA 348.76 44.42 393.18

A travers les résultats de ce tableau, nous remarquons que la premiére étape de ce
mécanismenécessite une énergie tres élevée par rapport au mécanisme SET-PT et
HAT, donc ce mécanisme est peu probable en phase gazeuse.
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Le but de notre travail est de trouver la relation entre 1’étude théorique et
expérimentale de I’activité antioxydant des composés volatils purs, tel que le a -pinene, le
Camphor, le Camphene, p-cyméne, limonéne, Thymol, 1-naphtol, Menthol, Eugenylacétat,
Eugenol, Ocimene, Guaiacol, Géraniol, Anisole, BHT, BHA, Vit C, Vit E.

Dans la premiére partie du travail, nous avons mesuré expérimentalement 1’activité
antioxydante de ces composés par deux méthodes : piégeage du radical libre DPPH et Le test
du pouvoir réducteur du Fer (FRAP). Ces méthodes ont révélé que le premier test est sensible
a la structure des composés testés. Alors que la méthode FRAP présente des résultats
aléatoires. On obtenus que plus la valeur dEC 50 et petite plus I’activité est meilleur, alors que
pour la méthode FRAP plus I’absorbance est est important plus le pouvoir réducteur est
meilleur.

Le teste par la méthode du piégeage du radical libre DPPH a montré I’effet de la
fonction phénolique sur I’augmentation de I’activité antioxydante. Aussi I’emplacement des
substituant sur le noyau aromatique peut altérer cette activité.

Dans la deuxieme partie, nous avons étudié I’activité antioxydant par DFT. Les
résultatsont montré que le mécanisme HAT est plus favorable que le mécanisme SET-PT et
SPLET.

En perspective: on propose d’étudier I’activité antioxydant par la méthode de
blanchiment de la  b-caroténe.
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