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Résumé

Résumé :

Dans le cadre de la découverte d'antioxydants, dans ce travail, nous nous sommes
concentrés sur I'évaluation des propriétés antioxydantes de certains composés, a savoir les
nitrones. En étudiant l'activité antioxydante de ces composes a l'aide de deux méthodes (
DPPH ; FRAP ) Pour trouver une relation entre la composition chimique de ces composés et
I'activité de piegeage des radicaux libres du DPPH, nous avons utilisé la méthode de calcul
théorique DFT Cette activité doit étre comparée a celle des antioxydant des références , dans
notre travaille nous avons choisis la BHA , BHT et le vit C. Pour classer les composés en
termes d'activité antioxydante, il est nécessaire de comparer ECsy,.

ECsg est la concentration qui assure la réduction de 50% de molécules du DPPH dans la
solution, déterminée graphiquement .

Mots clés : antioxydants, nitrones , DPPH, FRAP, DFT, ECsxy.

Abstract :

In the context of the discovery of antioxidants, in this work we focused on the evaluation
of the antioxidant properties of certain compounds, namely nitrones. By studying the
antioxidant activity of these compounds using two methods (DPPH; FRAP) To find a
relationship between the chemical composition of these compounds and the free radical
scavenging activity of DPPH, we used the theoretical calculation method DFT This activity
must be compared to that of the antioxidant references, in our work we have chosen BHA,
BHT and Vit C. To classify the compounds in terms of antioxidant activity, it is necessary to
compare ECsp .

ECs is the concentration which ensures the 50 % reduction of DPPH molecules in solution,
determined graphically.

Key words: antioxidants, nitrones, DPPH, FRAP, DFT
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Introduction générale :

En raison des progres réalisés dans de nombreux domaines, les chercheurs, en
particulier dans le domaine de la recherche scientifique, ont réalis¢ de nombreux
développements, l'informatique chimique est I'un de ces domaines.

La chimie informatique est une branche de la chimie qui utilise la simulation sur
ordinateur pour aider a la résolution de problemes chimiques. Il utilise des méthodes de
chimie théorique, incorporées dans des programmes informatiques, pour calculer les
structures et les propriétés des molécules, les résultats informatiques compléetent normalement
les informations obtenues par des expériences chimiques.

Le stress oxydatif peut étre considéré comme un processus chimique tres complexe
résultant a partir des molécules appelées les radicaux libres. Ces derniers sont produits
chaque jour dans 1’organisme et qui sont surveillés par les antioxydants.

Afin de limiter les effets néfastes engendrés par le stress oxydant, les chercheurs
travaillent depuis de nombreuses années sur I'élaboration dantioxydants naturels ou
synthétiques. Ils étudient également les processus pathologiques liés au stress oxydant afin de
mieux comprendre leurs mécanismes et les radicaux impliqués. De nouvelles molécules
capables de piéger les radicaux libres d'origine synthétique ont donc vues le jour, c'est le cas
des nitrones. Les nitrones sont des antioxydants capables de protéger les cellules contre les
dommages induits par un stress oxydant.

Le but de ce travail c'est la comparaison entre I'étude expérimentale et théorique de
l'activité antioxydant d’une série de nitrones phénoliques. Les méthodes expérimentales
choisies lors de cette étude sont le piégeage du radical libre DPPH et la mesure du pouvoir
réducteur. L'étude théorique est basée sur I'utilisation de la DFT.

Notre mémoire est subdivise en trois parties :

La premiére partie porte sur 1’étude bibliographique des antioxydants, des nitrones et
des méthodes de calcul.

La deuxiéme partie comporte un chapitre sur les matériels utilisés et sur les méthodes
suivies. Il sera suivi du chapitre résultats et discussion.

On termine par une conclusion.
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CHAPITRE I :

L_'activité antioxydante



Partie bibliographique Chapitre I : I'activité antioxydante

I.1 Généralités:

L'oxygene est la source de vie pour les organismes aérobies. Mais l'oxygéne peut étre
également une source d'agression pour ces organismes. En effet des dérivés hautement
réactifs de I'oxygéne peuvent apparaitre au cours des réactions enzymatiques ou sous l'effet
des rayons U.V, des radiations ionisantes et des métaux de transition. Les formes de I'oxygene
provoquant ces troubles sont: I'oxygene singulet O,, le peroxyde d'hydrogene H,O,, les
peroxydes alkyles ROOH, le radical superoxyde O, les radicaux hydroxyles HO;,
peroxydes ROO™ et alkoxyles RO". Les conséquences au niveau de l'organisme se font

ressentir sur I'ADN, les lipides et les protéines. [1]

1.2 radicaux libres:

1.2.1. Définition

Un radical libre est un atome ou une molécule qui porte sur sa couche électronique
périphérique un ou plusieurs électrons non appariés, c'est-a-dire non couplés a un électron de
spin oppose. Cela entraine une tres haute réactivité chimique avec les éléments voisins. [2.3]
Les especes radicalaires sont électrophiles et vont chercher a arracher un électron a une
molécule voisine afin d'apparier leur électron célibataire. Cet état est donc seulement
transitoire, de I'ordre de la microseconde [4], car le radical soit accepter un autre électron, soit
transférer le ou les électrons libres sur une autre molécule (lipide, protéine, acide nucléique)
afin de rapparier son ou ses électrons célibataires et d'obtenir ainsi un état plus stable.[5] Il
s'agit donc d'un intermédiaire de la réaction. Cela va entrainer une réaction en chaine qui va
produire de nouveaux radicaux libres car la molécule agressée par le radical libre devient a

- e
\ oo Sl

Un radical libre est un eélément dans Les antioxydants ont des électrons en
lequel il manque un électron dans la « surplus » qui peuvent neutraliser
derniére couche d’'électron : 'un les radicaux libres.

d’eux est « célibataire ».

Figure I.1 : Formation des radicaux libres.

Page 1



Partie bibliographique Chapitre I : I'activité antioxydante

1.2.2. Production des radicaux libres :

La production de ces especes oxydantes est une conséquence inévitable du métabolisme
aérobie. En effet, I'organisme a besoin d' O, pour produire de I'énergie au cours des réactions
dites de respirations oxydatives. Cependant, une faible partie de I'oxygéne échappe a sa
réduction en eau, au niveau de la mitochondrie. Elle peut alors étre a l'origine de la production
des radicaux libres oxygénés.

Les autres sources de production des radicaux libres sont représentées dans le tableau 1.
Elles sont classées en deux catégories :

- les sources endogenes : les radicaux libres sont des produits des réactions de l'organisme,
- les sources exogenes : les étres vivants sont exposés quotidiennement a des polluants
(Fumée de cigarette, rayons ultraviolets, radiations...) susceptibles d'étre a l'origine de

la production des radicaux libres, une fois dans I'organisme [6].

Tableau I.1: Principales sources de production des radicaux libres.

Production des radicaux libres lors des respirations
oxydatives (mitochondries)

Sources endogénes Cellules phagocytaires

Meétabolisme de I'acide arachidonique

Systéme xanthine/Xanthine oxydase

Rayonnement électromagnétique
Sources exogenes Métaux de transition
Pesticides

Médicaments...

1.2.3. Types des radicaux libres :

On peut distinguer différents types des radicaux libres :

1.2.3.1. Les especes réactives de I'oxygéne (ERO) :

- Les ERO sont une famille d'entités chimiques regroupant les dérivés non radicalaires et les

radicaux libres oxygénés (tableau 1.2) [7]. En effet, la molécule d'oxygéne diatomique (O,) ne
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Partie bibliographique Chapitre I : I'activité antioxydante

réagit pas spontanément avec d'autres molécules, car elle contient 2 électrons non appariés
(bi-radical). Pour permettre la réaction de I'oxygene avec les molécules organiques, il y a 2
possibilités: la molécule organique est transformée en une mono-radical (une molécule
contenant 1 électron non apparié) par I'élimination de 1 électron (oxydation), et / ou I'oxygene
est converti en mono-radical par I'addition de 1 électron (réduction) [8].

L'oxygene, en tant que récepteur final d'électrons dans l'organisme, se transforme en
molécules d'eau au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale. Le processus de réduction
de l'oxygene en eau n'est toutefois pas parfait car 2 a 3 % de l'oxygéne sont transformés en
ERO particulierement réactionnelles [9]. Dans une premiére étape, le radical libre anion
superoxyde est formé, ce qui conduit par la suite a la production d'autres ERO comme le
peroxyde d'hydrogene, I'oxygéne singulet, le radical hydroxyle, I'acide hypochloreux, des

dérivés nitrés, ... [10]

Tableau 1.2: Espéces réactives de I'oxygéne [8].

Non radicalaires Radicaux libres

- Peroxyde d'hydrogéne (H,05) - Radical superoxyde (0,°)

- Oxygeéne singulet (10,) - radical peroxylipidique (LOO®)
- Acide hypochlorique (HOCI) - Radical hydroxyle ("OH)

- Ozone (O3) - Peroxynitrite (ONOO )

- Radical oxyde nitrique (NO®)

1.2.3.2. Especes réactives de I'azote (ERN) :

Les espéces réactives de l'azote proviennent de la réaction des ROS avec le monoxyde
d'azote NOe. Ces réactions sont catalysées par la NO syntheése dont il existe 3 types :
neuronale, endothéliale ou inductible. Dans des conditions physiologiques, I'oxyde d'azote est
faiblement réactif. C'est I'action de I'anion superoxyde sur l'oxyde d'azote qui entraine la

formation de réactifs ayant une réactivité élevée. (Tableau 1.3)

Os + NO —— ONOO" ——— ONOOH
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Partie bibliographique Chapitre I : I'activité antioxydante

Tableau 1.3 : Espéces réactives de l'azote.

Non radicalaires Radicaux libres

-dioxyde d'azote (NO) -monoxyde d'azote (NO')

-trioxyde d'azote (N,O53)
-ion nitrate d'azote (NOy)

-peroxynitrite (ONOQO")

1.2.4. Dammage des radicaux libres:

- La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des
Iésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés
notamment lors de I'oxydation des lipides. L'organisme peut aussi réagir contre ces COmposés
anormaux par production danticorps, qui malheureusement peuvent aussi étre des auto-

anticorps créant une troisiéme vague d'attaque chimique [11.12].

I.3 Le stress oxydatif:

1.3.1  Définition:
Le stress oxydatif, appelé aussi stress oxydant, se définit comme étant un déséquilibre profond
de la balance entre les systemes oxydants et les capacités antioxydantes de I'organisme en
faveur des premiers, ce qui conduit a des dommages cellulaires irréversibles [13]. Le stress
oxydatif est un fonctionnement de l'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 des petites substances chimiques tres oxydées par le
contact avec l'oxygene, et dont nos cellules savent normalement trés bien se debarrasser. Le
stress oxydatif devient anormal lorsque les cellules sont soit dépassées par la quantité de
radicaux libres a éliminer, soit ne disposent pas de ressources antioxydantes (vitamines,

oligoéléments, enzymes) suffisantes pour les éliminer [14]
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Partie bibliographique Chapitre I : I'activité antioxydante

I.4 Antioxydantes :

1.4.1 Définition :
- Par définition un antioxydant est une espéce chimique plus ou moins complexe diminuant le
stress oxydant au sein de I'organisme. Un antioxydant peut donc : (i) prévenir la synthése de
radicaux libres en inhibant l'initiation des chaines réactionnelles ou (ii) désactiver directement
les ROS.[15]

1.4.2 Classement des antioxydantes :

- Les antioxydants peuvent étre classés selon leurs modes d'actions : systemes enzymatiques,
inhibiteurs d'enzymes oxydantes, chélateurs de métaux et piégeurs de radicaux libres.

- Les antioxydants sont classés dans deux catégories différentes (naturelles, synthétiques).

1.4.2.1  Antioxydantes synthétiques :

- Les antioxydants synthétiques sont généralement préparés en laboratoire, et principalement
a partir des composants chimiques. Dans l'industrie alimentaire, I'ajout d'antioxydants naturels
dans les aliments est une technique complétement nouvelle. Depuis a peu prés 1980, les
antioxydants naturels sont apparus comme alternative aux antioxydants, ils sont aujourdhui
généralement préférés par les consommateurs. Toutefois, le fait de trouver communément une
substance dans un aliment ne constitue pas une garantie de son absence totale de toxicité. Les
antioxydants synthétiques ont été testés quant a leurs effets carcinogénes ou mutagénes, mais

de nombreux constituants naturels des aliments n'ont pas encore été testés.[16]
1.4.2.2. Antioxydantes naturels :

- Les antioxydants naturelles sont présents presque dans toutes les plantes, tous les micro-
organismes, les champignons et méme dans les tissus animaux. Le groupe le plus important
d'antioxydants naturel comprend la vitamine E (tocophérol), les flavonoides et autres

composés végétaux. [16].
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CH,OH
CH3
H——C——OH
HO. o.
. o X
wW\CHg e ‘
HsC (¢] CieHaz /
OH =
CH, HO R COOH
a-tocophérol Acide ascorbique acide benzoique

B-Caroténe
o S COOH
HO o
= OH
HO HO
Aesculetin acide caféique
o)
S COOH
o) M oH
HO
\‘\~ "’/
OH HO® “oH

Acide chlorogénique

Figure 1.2 : Structures chimiques des antioxydantes naturels.
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II.1 Les nitrones:

11.1.1 Définition :

- Une nitrone est un amine-oxyde (N-oxyde) d'une imine. C'est un groupe fonctionnel. La
structure générale en est RiR,C=NR3;'O" ol R est différent de H. les nitrones sont des
molécules caractérisées par la présence d'une fonction —C=N*(O")-, comportant une double
liaison carbone-azote et une liaison covalente entre l'azote et l'oxygéne. Les nitrones
possédent différents sites réactifs (figure I1.1).

Attaque mucléophile R,
Complexation
Cycloaddition

1,3-dipolaire

Figure IL.1 : Les différents sites réactifs de la nitrone.

11.1.2 Nomenclature :

La nomenclature employée par le résumé chimique est la suivante :

a N diphenyl nitrones:

Figure IL.2 : la structure de a ,N diphenyl nitrone.
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a- phenyl - a- ( p-tolyl) - N- methyl nitrones:

CHg
; CH
@ 3
_N/
(@)

C_

Figure I1.3: la structure de a- phényle - a- ( p-tolyl) - N- methyl nitrone.
Il existe deux grandes catégories des nitrones :

> les nitrones linéaires

Exemple : dérivés de 1'a-Phényle-N-tert-Butyl Nitrone (PBN) (figure 11.4).

/N

®@z—00

CHs
c/ CH
3
AN
CHs

Figure I1.4: structure de la PBN.

» les nitrones cycliques :
exemple : dérives de 5,5-Dimeéthyle-1-Pyrroline-N-Oxide (DMPO) :

H3C

Figure IL.5 : structure de la DMPO.
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Les nitrones cyclique sont nommés selon la structure parent-hétérocyclique. Des
nitrones tardifs ont été également nommés comme C-cyclopropyl N-methyl nitrones ;
C,C-dicyclopropyl-N-methyl nitrone.

Les conditions générales, des aldonitrones et des cétonitrones ont été utilisées
occasionnellement. Les aldonitrones contiennent un proton sur I'atome de carbone a
R-CH=N"(O)-R; . Tandis que dans les cétonitrones contiennent le carbone a entiérement

substitué par des groupes alkyle et ou aryle. RR1-C=N*(0")-R

11.1.3 Réactivité des nitrones :

- Les nitrones réagissent avec les alcynes terminaux (R—C=CH) en présence d'un sel de

cuivre pour former des béta-lactames. Cette réaction est appelée réaction de Kinugasa.

- les vitesses de réaction de la cycloaddition 1,3-dipolaire sont grandement sensible aux
caracteéristiques électroniques et stériques des dip0les et dipolarophiles qui affectent la nature
de I'état de transition. HUISGEN a attribué la variation de la réactivité du esters acryliques
méthylés vers cycloaddition avec 1,3-dipdles en grande partie a des facteurs stériques. La
constante de vitesse relative pour la réaction de cycloaddition de la C-phényl-N-méthylnitrone
diminue a mesure que le nombre des substituants méthyle sur le dipolarophile augmente. Les
effets électronique des substituants ont apparemment la plus grande influence sur la réaction
de cycloaddition. [20]

Les dipolarophiles tels que les nitriles et les composés carbonylés ne sont généralement pas
réactifs dans les cycloaddition 1,3-dipolaire, a moins qu'ils ne soient « activé ». I'activation de

tels dipolarophiles se fait principalement au moyen de catalyseurs a l'acide de Lewis.

Les substituants sur les nitrones jouent également un réle majeur dans la réactivité de ces
éspeces, selon HUISGEN, les configurations des nitrones sont d'une importance primordiale

pour déterminer leur réactivité.

Dans la réactions des aryl-nitrones C-phényle-N-p-substitués avec le crotonate d'éthyle, la
vitesse de réaction augmente avec l'augmentation de la capacité dattraction d'électron des
substituantes para sur le N-aryle groupe de ces nitrones. HUISGEN a attribué cette

amélioration de la vitesse au gain d'énergie de résonance dd a l'interaction de I'énergie non

Page 9



Partie bibliographique Chapitre II : les nitrones

partagée, paire d'électron a l'azote trivalent avec R. cette type d'interaction est absent dans les
nitrones. Ainsi, plus la capacité du noyau aromatique a accueillir des électrons , alors la force

motrice est plus pour les cycloadditions donc la reaction est plus rapide. [17]
11.1.4 Domaine d'application des nitrones :

- Les nitrones présentent plusieurs applications que ce soit en synthése organique, en

piégeage des radicaux libres ou en biologie comme agents therapeutique.
11.1.4.1 Synthese des molécules bioactifs :

Les nitrones sont utilisées largement comme intermédiaires réactionnels d'especes
bioactives. Ils sont en général plus réactifs que les imines correspondantes dans les réactions
de substitution électrophile aromatique. On cite I'exemple de la synthése des 3,3'-di-
indolylalcanes par cyclisations 1,3-dipolaires entre les noyaux indoliques et les nitrones. Cette
préparation passe par un intermédiaire de type sel d'azafulvénium. Les produits formés ont
été tres étudiés pour leurs propriétés biologiques, anti-inflammatoires Ou

Anticancéreuses.[18]
11.1.4.2 Piegeage des radicaux libres :

La technique de piégeage de spin (ou « spin trapping ») est appliquée a la détection et a
I'identification des radicaux libres de tres courte durée de vie. Le principe consiste a
additionner au systéeme étudié une molécule diamagnétique, qui va servir a piéger de facon
tres rapide un radical libre afin de former un nouveau radical (adduit de spin) beaucoup plus

stable (Figure 11.6 ) et observable par RPE.

Radical non

détectable par RPE H H R
s . A ,}{m -
. = N M \ -~ N
R + | — |-
S, 0. T
Pigge Adduit de spin =
diamagnétique Radical persistant observable par RPE
Etude RPE

Figure I1.6 : Principe de la technique de piégeage de spin par la PBN.
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11.1.4.3 Applications biologiques :

- Les nitrones ont été utilisées dans le cadre d'expériences biologiques afin d'évaluer si leurs
propriétés de pieges a radicaux libres pouvaient avoir un effet protecteur sur des cellules ou
des organismes exposés a un stress oxydant. Les premieres recherches ont débuté des 1985,
Lorsque Novelli et al ont découvert que la PBN possédait une activité protectrice dans les cas
d'ischémies cérébrales [19], étude qui a été confirmée par McKennie et al.

- C'est ainsi que les especes radicalaires qui ne sont au départ pas détectables dans le systeme
sont converties en radicaux plus persistants, qui vont quant a eux pouvoir s'accumuler dans le
milieu afin d'étre étudiés plus facilement. Par conséquent, cette technique offre lI'opportunité
de simultanément distinguer et quantifier les divers radicaux libres générés dans un milieu

biologique.

11.1.5 propriétés thérapeutiques :

- Les nitrones ont été aussi testé comme un agent neuroprotecteur , il a été confirmé le PBN a
permet une réduction des dommages causes au cerveau de l'ordre de 30 a 50 % [20]

- Le test d'activité de PBN sur le vision a montré qu'elle est capable de réduire les effets
néfastes des radicaux libres sur un modéle expérimental de dégénérescence rétinienne, qui
consiste a exposer des rats a une lumiére intense.[21]

- Il a été démontré que la PBN est capable d'inhiber cette hyperglycémie induite par la
streptozotocine (STZ) tout en réduisant tres fortement la production des radicaux. [22]

- De nombreuses études ont mis en évidence le fait que I'administration de PBN chez

des sujets agés s'accompagnait d'un allongement de la durée de vie. En effet, dés 19 Carney et
al. [23] démontrérent pour la premiere fois les effets bénéfiques d'une administration
chronique de PBN sur la restauration des fonctions cognitives de rats agés. Sack et al. [24]
ont par la suite démontré que I'administration de PBN a des rats ages (24 mois) pendant plus
de 9 mois permettait d'augmenter de fagon étonnante leur durée de vie (4 fois plus de sujets en
vie a la fin de I'étude), entrainant de surcroit I'augmentation des performances cognitives des
rats traités. Enfin, Saito et al. [25] sont arrivés a prolonger de deux mois la durée de vie de
rats agés (30 ou 32 mois) en leur faisant absorber de maniere journaliere de la PBN contenue

dans I'eau qu' ils buvaient.
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I11.1 Généralité :

- Avec l'arrivée des méthodes théoriques de calcul de plus en plus sophistiquées et les
ressources de computation plus accessibles, la chimie informatigue est maintenant devenue un
outil de plus en plus utile a la fois pour I'industrie et le milieu académique.[26]

- La modélisation par ordinateur d'une molécule implique généralement une présentation
graphique de la géométrie ou de la configuration des atomes de la molécule, suivie de
I'application d'une méthode théorique.[27]

- La modélisation moléculaire est un terme général qui englobe différentes techniques de
graphisme moléculaire et de chimie computationnelle permettant d'afficher, simuler, analyser,
calculer et stocker les propriétes des molécules .[28]

- La modélisation moléculaire est une méthode qui permet la détermination de la structure et
de I'énergie d'entités moléculaires.

- avec le développement de la chimie computationnelle basée sur la théorie fonctionnelle de
la densité (DFT), les résultats théoriques sont souvent utilisés pour expliquer d'avantage les
résultats expérimentaux ou prédire l'activité antioxydante des nitrones [29].

- Trois mécanismes antioxydants clés impliqués dans le processus de desactivation des
radicaux libres sont le transfert d'atome d'hydrogene (HAT), le transfert d'un seul électron
suivi du transfert de proton (SET-PT) et le transfert séquentiel d'électron a perte de proton
(SPLET). La HAT est une réaction en une étape liée a I'enthalpie de dissociation des liaisons
OH (BDE), tandis que SET-PT et SPLET sont des réactions en deux étapes, la premiére est
liée au potentiel d'ionisation (IP) et a I'enthalpie de dissociation du proton (PDE), et la
seconde est liée a I'affinité des protons (PA) et a I'enthalpie de transfert d'électrons (ETE)
[30.31].
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II1.2 Les méthodes quantiques :

- Ces méthodes sont basées sur le calcul des orbitales moléculaires (OM). Leur complexité
augmente rapidement avec le nombre d'électrons.

Les principales variantes sont :

e Laméthode de Hiickel.
e Les méthodes de champ auto-cohérent (en anglais: Self Consistent Field, SCF)
e Les méthodes basées sur la fonctionnelle de la densité (en anglais: Density Functional
Theory, DFT).
111.2.1  Les méthodes basées sur DFT (en anglais : Density

Functional Theory) :

- La Théorie de la Fonctionnelle de la Densité est devenue, au fil des derniéres décennies, un
outil théorique qui a pris une place trés importante parmi les méthodes utilisées pour la
description et l'analyse des propriétés physiques et chimiques pour les systemes complexes,

particuliérement pour les systemes contenant un grand nombre d'électrons [32.33].

- La DFT est une reformulation du probléeme quantique a N corps et comme son nom
I'indique, c'est une théorie qui utilise uniquement la densité électronique en tant que la

fonction fondamentale au lieu de la fonction d'onde.[34]

-L'objectif principal de DFT est de remplacer la fonction d'onde multiélectronique par la
densité électronique en tant que quantité de base pour les calculs. Alors que la fonction d'onde
multiélectronique dépend de 3N variables (ou N est le nombre total de particules du systeme),
la densité est en fonction de trois variables qu'elle s'agit d'une quantité plus facile a traiter tant

que mathématiquement que conceptuellement.[35]

II1.3 Modélisation de I'activité antioxydante :

Lors de la conception des antioxydants de syntheése, il est utile d'examiner quel type de
structure moléculaire pourrait étre potentiellement optimal. De maniére génerale, les

composés contenant des liaisons C-H faibles qui peuvent conduire a des radicaux centrés sur
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le carbon R sont indésirables, car ils sont généralement trés réactifs avec l'oxygene

moléculaire conduisant a des radicaux peroxyles ROO[36].

III.4 Mécanismes des antioxydantes :

Les principaux oxydants dans les milieux biologiques sont les radicaux libres et les métaux de

transition. Il existe trois mécanismes importants :

111.4.1. Transfert d'atome d'hydrogéne (HAT) :

L'antioxydant agit avec le radical libre par transfert d'un atome dhydrogene via la
rupture homolytique de la liaison N-H dans I'amine ou la liaison O-H dans les composés

phénolique. L'énergie de dissociation homolytique de la liaison OH (BDE) écrit par :
R-H 2R +H (BDE)

Plus la BDE est faible plus son caractere donneur d'hydrogeéne est fort.

111.4.2 Transfert d'un électron suivi de celui d'un proton (SET-

PT):

Deux reéactions montrent une dissociation inhomogéne de I'hydrogene, réaction est

mesurée par une IP et réaction par une PDE :
R-H=> RH" +¢ (IP)

RH" > R +H' (PDE)

Le potentiel d'ionisation (PI) d'une molécule est I'énergie minimale qu'il faut lui fournir pour
arracher un électron. Plus un composé aromatique est substitué par des groupements donneurs
d'électrons, plus son Pl est faible et plus son caractére réducteur est grand. Il peut alors subir
une oxydation mono-électronique qui conduit au radical correspondant [37].

L'enthalpie de dissociation protonique (PDE) est un parametre thermodynamique

oéme

caractérise la partie de mécanisme SET-PT.
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111.4.3 Transfert d'un proton suivi du départ d'un électron

(SPLET):

Ce mécanisme (SPLET) représente également un mécanisme de dissociation inhomogeéne
qu'est décrit par une PA et une ETE . L'anion R’ et le radical-cation ROH™ ainsi formés sont
généralement des entités stables.

L'affinité protonique (PA) et I'enthalpie de transfert de I'électron (ETE) sont des parameétres

Thermodynamiques qui caractérisent le mécanisme SPLET.
R-H>R +H" (PA)
R>R+¢e (ETE)

Le résultat net SPLET est a nouveau le méme que dans HAT. La formation du radical
correspondant.
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Partie expérimental chapitre IV : matériels et méthodes

Notre travail expérimental a été au niveau du laboratoire physico-chimique moléculaire et
macromoléculaire (LCPMM) de l'université de SAAD DAHLEB Blida.

IV.1.Appareillages et produits :
IV.1.1 Appareils:

- Les spectres UV-Visible ont été réalisés a l'aide d'un spectrophotométre UV-Visible.

- Une balance analytiqgue de marque "EXPLORER" a été utilisée pour Les différentes
pesées.

- L'étude des conformations du point de vu énergétique a été réalisée sur le logiciel Gaussian
98 et Gaussian 09.

- Lareprésentation des molécules est réaliseée grace au logiciel Gauss View 5.0

1IV.1.2 Produits:

Les produits utilisés dans cette experience est représentants dans le tableau IV.1 suivant :

Tableau IV.1 : Produits utilisés pour la méthode FRAP et DPPH.

Produits
- N-I C,N-diphényle nitrone
La série - N-III C-3,4-dihydroxy phenyl N-phényl nitrone
de - N-IV C-3-hydroxy-4-méthoxy phényle N-phényle nitrone
nitrones - N-VI C-4-hydroxy 3-méthoxy phényl N-phényl nitrone
étudiés - N-VII | C-3, 4, 5-triméthoxy phényl N-phényl nitrone

- N-VIII | c-3,5-dimethoxy-4-hydroxy phényl N-phényl nitrone

BHT 2,6-di-tert-butyl-4-méthylphénol

2-tert-Butyl-4-hydroxyanisole and 3-tert-butyl-4-hydroxyanisole

BHA
(mélange)
Méthode VITE (2R)-2, 5, 7,8-tétraméthyl-2-[(4R,8R)-4,8,12-triméthyltridécyl]-
DPPH 3,4-dihydrochromén-6-ol
VIT C (5R)-5-((11S)-1,2-dihydroxyéthyl))-3,4-dihydroxy-5-hydrofuran-
2-one
Ethanol Ethanol
DPPH 2,2-diphényle-1-picrylhydrazyle
Méthode FeCls Chlorure de fer(lll)

(KsFe(CN)¢) | Ferricyanure de potassium
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FRAP TCA Acide trichloracétique

BHT 2,6-di-tert-butyl-4-méthylphénol

2-tert-Butyl-4-hydroxyanisole and 3-tert-butyl-4-hydroxyanisole

BHA .
(mélange)

IV.2. Méthodes:
IvV.2.1 Methode du piégeage du radical libre DPPH :

La mesure de l'activité anti-radicalaire a été testée selon la méthode de LeBois [38].

- Une solution de radical DPPH a été préparée en dissolvant 4 mg de DPPH dans 100
ml d'éthanol sous agitation, ensuite on mesure son absorbance a 517 nm pour s‘assurer
que son absorbance est de 0,557 [39].

- Des solutions meéres des nitrones ont été préparées. Le choix de la concentration de
ces solutions est baseé sur les tests preliminaires des solutions qui donnent un intervalle
d'activité de 5 a 90 %. Ce qui nous permettra d'évaluer la valeur d'ECsp, La méme
méthode est suivi pour les composés de références (BHT, BHA et Vit C). Ainsi, les
concentrations des solutions meres utilisées sont données dans le tableau suivant.

Tableau IV.2 : Masse molaires, masses, volumes et concentration des solutions méres des
composés testés.

Composé testé MM g/moles | Masses et volumes utilisés | Concentration moles/I
N-I 197.12 49 mg dans 5 ml 0.0500
N-IIT 229.23 1.6 mg dans 50 ml 0.0001
N-IV 243.26 6.2 mg dans 5 ml 0.0050
N-VI 243.26 62.5 mg dans 10 ml 0.0050
N- VII 316.35 7.9 mg dans 5 ml 0.0050
N-VIII 332.35 8.9 mg dans 10 ml 0.0030
Anisol 243.26 500 mg dans 1 ml 2.0600
Garacol 197.12 49 mg dans 5 ml 0.0500
Vit C 243.26 6.25 mg dans 5ml 0.0050

- les solutions filles sont préparées en prélevant différents volumes des solutions méres
qu'on introduits dans des tubes a essai secs et stérile. Ces solutions sont ajustés a 1ml
avec de I'éthanol. A la fin 1 ml de la solution de DPPH est rajoutée a tous les tubes.
L'ensemble du systeme a ensuite est mis sous agitation, puis les tubes ont été

maintenus dans l'obscurité a température ambiante pendant 30 min [40].
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- L'absorbance en UV-Visible a Ama= 517 nm est mesurée. Trois analyses ont été
effectuées pour chague solution testée. L'activité antioxydante (AA) a été calculée a

partir de I'équation suivante [40]:
AA (%) = [(Abs blanc — Abs tester)/Abs blanc] x 100

Ou, Abs pianc et Abs ser représentent les absorbances de la solution a blanc (DPPH dans
I'éthanol) et de la solution a examiner, respectivement.

IV.2.2 Mesure pouvoir réducteur du fer ferrique (FRAP) :

Pour évaluer l'activité antioxydante des nitrones par la méthode de réduction de fer, nous

avons suivi le Protocol suivant [40].

e Préparation de la solution tampon
Elle est préparée a partir des deux solutions ci-dessous :
> 125,5 ml de KH,PO, (di-hydrogéno phosphate de potassium) a M/15 (9,08g de KH,PO,
par litre).
» 74,5 ml de Na;HPO, (di-sodium hydrgéno phosphate) a M/15 (8,47g de Na,HPQO, par
litre).

e Préparation des solutions meres :
Les solutions utilisées sont décrites comme suit :
> Solution de FeCl; (0,1%) :1 g de FeCl; dans 1000 ml d'eau distillée.
» Solution K3Fe(CN)g (1%) :10 g de KzFe(CN)g dans 1000 ml d'eau distillée.
» Solution de trichloracétique (10%) :100 g de TCA dans 1000 ml d'eau distillé.
> Les solutions des nitrones et des antioxydants de référence sont préparées selon les
masses données :

Préparation solutions mére :
On prépare une solution mére de 5.10" mol/I

Apreés les concentration préparé dans la méthode DPPH on préparé les concentration de

tableau I'V.3 suivante :
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Tableau IV.3 : préparation des concentration de solution mére de série nitrones pour la
méthode FRAP

Série nitrone Préparation

N-1 2 pl dilué dans 20 ml
N-II1 100 pl dilué dans 10 ml
N-IV 10 pl dilue dans 10 ml.
N-VI 10 pl dilué dans 10 ml
N-VII 10 pl dilué dans 10 ml
N-VIII 20 pl dilué dans 10 ml

.Préparation des solutions filles :
Pour chaque solution mére on prépare une série de concentration :
0.4 ml de solution mere.
0.3 ml de solution mére + 0.1 ml d'éthanol.
0.2 ml de solution mére + 0.2 ml d'éthanol.
0.1 ml de solution mére +0.3 ml d'éthanol.
0.04 ml de solution mere + 0.36 ml d'éthanol

on introduit dans des tubes a essai les solutions filles , On rajoute 1 ml de KsFe(CN)g puis
1 ml d'une solution tampon de pH = 6,6. L'ensemble est chauffé a 60 °C au bain-marie
pendant 20 min, aprés refroidissement, on ajoute 1 ml de TCA. Le mélange est, par la suite,
centrifugé a une vitesse de 3000 tr/min pendant 10 min [38].

On préléve 1 ml de surnageant, auguel on ajoute 1 ml d'eau distillées et 0,2 ml de FeCl; (la
coloration vire au bleu). Enfin, nous réalisons, pour I'échantillon ainsi préparé, la mesure de la

DO a 700 nm. Ces mesures sont répétées trois fois pour chaque concentration afin de prendre

la valeur moyenne [38]:

Iv.2.3 Meéthodologie des calculs théoriques :

Nous nous somme intéressés dans cette partie de notre étude a I'évaluation de l'activité
antioxydante d'une série de nitrones en utilisant la méthode DFT (Density functional theory).
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Les calculs ont été effectués en phase gazeuse et sur les conformations les plus stables des
composés étudies.

Les descripteurs théoriques de I'activité antioxydante ont été déterminés au niveau B3LYP/6-
311++G(d,p) afin de relier le pouvoir antioxydant aux propriétés énergétiques et structurales

de la molécule.

Nous avons réalisés 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 visualisés avec GaussView5.0.

Le formalisme UHF a été utilisé pour les radicaux et les radicaux cations, de plus, chaque
état stationnaire a €té 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 I'électron étant prises des
références [39.40.41.42 ] et valent respectivement: 0.0024 Ha ,-0.499 Ha et 0.0012 Ha.

a) Logiciel Gaussian :

Gaussian est un logiciel de chimie numérique d'étude et de modélisation moléculaire
basé sur les lois fondamentales de la mécanique quantique, il nous permet de pronostiquer :
les énergies, les structures moléculaires, les fréquences de vibration de systémes moléculaires
complexes et d'anticiper leurs propriétés chimiques.

b) La base 6-311G:
Dans la base 6-311G, chaque orbitale de cceur est représentée par six gaussiennes et chaque
orbitale de valence par trois gaussiennes « interne » et une gaussienne « externe ». Dans la
base 6-311G, encore plus étendue, chaque orbitale de valence est représentée par cing

gaussiennes, réparties en trois groupes.
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Le but de notre travail est I'étude expérimentale et quantique de l'activité antioxydante d'une
série de nitrone. L'étude expérimentale est réalisée par la méthode du piégeage du radical libre
DPPH et la méthode de la mesure du pouvoir réducteur du fer ferrique L'étude quantique est

réalisée par DFT. La liste des nitrones a étudier est donnée dans le tableau N° V.1 :

Tableau V.1 : les structures et les masses molaires des nitrons étudie.

Formule Masse
Nitrone Nom systématique Structure - molaire
chimique g/mol

+/O>
N
N-1 C, N-diphénylnitrone ©/gi Ci3H1;,ON 197,12

Nn- 7 7 _ 7 N
N-11 C-p methoxy_phenyl N-phényl CoHiON 227.12
nitrone o ii

=
C-3,4-dihydroxy phényl N- Ho N
NI ’ ’y 'yp d Cy5H1,03N 229.1
phényl nitrone HO

N.IV | C-3-hydroxy-4-méthoxy phényle —

N-phényle nitrone B C14H1305N 24311
C-p-hydroxy phényle N-phényle
N.V nitrone N C16H1704N 287,12
S
C-4-hydroxy 3-méthoxy phényl 0 S
N.VI N-phényl nitrone C14H1303N 243.11
HO
CHjy H
oo . ) +.0
C-3, 4, 5-triméthoxy phényl N- N
N-VII phényl nitrone o C1eH1704N 316.35
(IJH3 o)
\CH3
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CHj H
P
N-VIII 3,5-d|methox§/-4-h¥droxy phényl CacHicON 332 35
N-phényl nitrone HO
(0]
\
CH,4

L'étude expérimentale de I'activité du piégeage des radicaux libres des nitrones est trés

étudier [****]. Seulement, aucun travail sur cette étude par DFT n'a été réalisé. D'autre part,

la série de nitrone choisie a pour bute d'associer le pouvoir antioxydant de la fonction nitrone

et celle de la fonction phénolique :

En effet, la présence de la fonction nitrone permet la réaction avec le radical libre par
I'intermédiaire du carbone situé en position o de 1'atome d'azote, ce qui conduit a la formation
d'un adduit de spin de type nitroxyde de I'atome d'hydrogene qui se trouve a deux liaisons du

groupement nitroxyde nommé hydrogéne B (figure V.1).

H R H
2
2 H\ R
1y R R N

_ R N |

R+ | S o)
Radical non O Adduit de spin Radical
détectable par  piége diamagnetique persistant observable

RPE par RPE

Figure V.1: Principe de la technique de piégeage de spin par la nitrone.

La deuxieme action est relative a la présence de la fonction phénol. Cette derniére
connue par sa forte capacité a piéger les radicaux libre selon le mécanisme présenté dans le

schéma.V.2.
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oy

Y f} GEN,‘)_
. H =
{w—nﬁ ;,}—r«:u‘-.
—
& 4 ©=

.M

4 _
MN—M th}

f’(:{ DN1
i, l,.a'é' Fi

DPHP DPPH-H
(AJAr-OH <+ DPPH ——=  ArO +DPPH-H  (HAT)
(B) Ar-OH ARO + H (SPLET)
ArO + DPPH ArO + DPPH
DPPH + H. DPPH-H

Figure V.2 : Réaction des phénols avec le DPPH. En (A) selon le mécanisme HAT « Hydrogéne
Atome Transfer» et en (B) selon le mécanisme SET « Simple Electron Transfer».

V.1 Méthode DPPH :

Le principe de ce test se résume en la capacité du composé testé a réduire le radical libre

DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de couleur violette foncée, qui se transforme en
coloration jaunatre (aprés réduction) voir figure V.3. Cette décoloration est mesurable par
spectrophotométrie. L'absorbance est mesurée a 517 nm. L'inhibition du radical libre de

DPPH en pourcentage (I %) est ensuite calculée selon la relation suivante :

AA (%) = [(Abs blanc - Abs tester)/Abs blanc ] x 100

Ou, Abs pianc et Abs egter représentent les absorbances de la solution a blanc (DPPH dans

1’éthanol) et de la solution a examiner, respectivement

o

N—N NO, e N—Ne NO,
Chom (e
NO, NO,
Bleu Jaune
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N P——_y

iV rad

Figure V.3 : Modification du DPPH?- lors du transfert électronique.

Les résultats de la variation de l'activité en fonction des différentes concentrations des
nitrones (N-I, N-III, N-IV, N-VI, N-VII et N-VIII) et les antioxydants de références (BHT,
BHA et Vit C) sont donnés dans le tableau V.2.

Une courbe de la variation de ces activités en fonctions de la variation de la concentration des
différents composés testés sont données dans Le tableau V.2. Cela, nous permettra d'obtenir
Iindex ECso. Ce parameétre est défini comme la concentration requise pour diminuer la
concentration du DPPH initiale de 50 %. Les valeurs des ECs, obtenus sont regroupés dans le
tableau N° V.2

Tableau V.2 : Variation de I'activité de série des nitrones en fonction de concentration

., | Concentration Activité ECso Activité (%) = f([concentration
Composé
mol/ml % mol/ml mol/ml)
0 0 9,97607163E-6
1,745E-6 9,31713 /-/'
3,49E-6 16,49306 g% /
5,235E-6 28,24074 L. A
= 6,98E-6 37,5 1 /-/
2 8,725E-6 43,69213 S
1,047E-5 52,60417 of 4
1,396E-5 65,21991 ”(mm)
2,094E-5 77,83565
2,792E-5 81,07639
0 0 4,1344397E-4
> 1,2825E-5 5,71249
2 2,565E-5 12,8688
5,13E-5 15,50534
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7,695E-5 21,09228 .
1,026E-4 23,28939 o /'/
1,2825E-4 26,55367 5]
2,565E-4 37,47646 £ /
5,13E-4 57,75267 R
7,695E-4 69,24043 o
0,00103 74,5135 o
0,00128 77,08726 T e
0 0 1,38420344E-4
2,6779E-5 11,00917
5,3558E-5 22,78287 K o
8,0337E-5 28,84811 5

- 1,07116E-4 | 40,26504 - /

> [1,338956-4 | 48,52192 : e

< 2,00842E-4 | 71,6106 < /
2,6779E-4 84,1998 ..
3,34738E-4 | 88,68502 o iy eoomees
0 0 0,00704035568 ]
6,2125E-4 6,31769 -
0,00124 10,83032 s | /
0,00186 16,96751 £

— 000248 20,57762 . /

2 0,00373 30,86643 N /-/

0,00497 38,80866
0,00745 52,16606 0 o

0,00994 71,48014

0,01243 80,1444

0 0 >7,485E-4

1,2475E-5 1,95003

2,495E-5 2,86411 o /
7,485E-5 11,39549 g

S [998Es 12,91895 i /

2 1,2475E-4 14,38147 R
4,99E-4 29,73796 J
7,4858-4 48,50701 S

[1(molf)
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0 0 0,00174844721
1,026E-4 3,93996
3,078E-4 4,94059
4,104E-4 6,62914
5,13E-4 10,81926
7,695E-4 19,63727
0,00103 20,26266

0,00141 29,26829 ] /

0,0018 52,78299

N-VI

S

w
S
!

[ ]

A-isovaniline (%)

= n
1) S
L]

of ST

T T T T T T T T T T 1
-0,00020,0000 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,0010 0,0012 0,0014 0,0016 0,0018 0,0020

[1(molf)

0,000000E+00 | O 6,55171421E-4
8,055486E-05 | 9,76563
1,611097E-04 | 18,48958 ]
2,013872E-04 | 34,96094
3,222194E-04 | 39,84375
4,027743E-04 | 4257813
1,611097E-03 | 77,86458
2,416646E-03 | 82,03125
2,013872E-02 | 87,5651 s el

2,819420E-02 | 88,28125

100 4

60 -

rn\.\

40

Moyenne A-guaiacol (%)

204

guaiacol

* %k

0,00
0,23
0,46
0,69
0,92
1,16
1,39 |0 I
1,62 | 6,26039 T Y e
1,85 | 7,3864

/

Moyenne A-anisol (%)
B o B N W A O O N ©
P R S M T S S

anisol

[ellelielie]iolNo)

** : pour une concentration de 1.85 mol/l I'activité ne dépasse pas 7.4%

Les résultats de I'activité du piégeage du radical libre DPPH montre I'effet synergique de la
fonction nitrone et phénolique. En effet, en comparant l'activité de la nitrone N-III a celle de
la nitrone N-I.

D'autre part, on remarque que le doublement du groupement hydroxy donne de meilleurs
résultats que I'adition de la fonction methoxy.

La nitrone N-III présente un activité meilleure que celle de BHT. Cela est due a la présence
de la fonction phénol et deux fonctions nitrones.
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V.2 Test de la réduction du fer (en anglais : Ferric reducing-antioxidant

power)

Le pouvoir réducteur d'un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette technique

est développée pour mesurer la capacité des antioxydants a réduire le fer ferrique (Fe™)
présent dans le complexe KsFe(CN)g en fer ferreux (Fe*?). En effet, le (Fe*®) participe & la
formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. La réduction est révélée par le
virement de la couleur jaune du fer ferrique en couleur bleu vert du fer ferreux. L'absorbance
du milieu réactionnel est déterminée a 700 nm. Une augmentation de I'absorbance
correspondante a une augmentation du pouvoir réducteur des antioxydants testés [26].
L'absorbance a 700 nm de chaque nitrone testée et des antioxydants de référence par cette

méthode est donnée dans le tableau suivant :

Tableau V.3 : Les courbes de I'absorbance en fonction de la concentration des nitrons étudié

) o Les courbes d'absorbance en fonction de
Nitrons étudié :
concentration

N-l v=0092x+1,624

A R%2=0,984

2,5
k*
1,5
1
0,5
N-I 0
0,0004 0,001 0,002 0,003 0,004C
mol/l
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N.IIl y=0,070x+ 1,624
R%=0,965
2,1
2
=
1,9 /
N-111 18 o
17—
1,6
1,5
0,0004 0,001 0,002 0,003 o,oozé
(mol/l)
A N.IV | -0070x+ 1,780
R?=0,937
2,2
2'1 A_
N-IV 5 -
J
1,9
1,8
1,7
1,6
0,0004 0,001 0,002 0,003 0,004,
mol/L
N.VI y =0,052x + 1,333
R?= 0,967
A
1,65
1,6
! =
N-VI 1,55 =
1,5 /
1,45 -
1,4 T
/
1,35
1,3
1,25
0,0004 0,001 0,002 0,003 0,004C
mol/|
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y=0,093x + 1,521

N. Vil R2 = 0,965

A
2,5
.—-—*
1,5 ®
N-VII
1
0,5
0
0,0004 0,001 0,002 0,003 0,004C
mol/|
N .V| " y=0,073x + 1,722
A R?2=0,978
2,2
2,1
4 A
N-VIII 2 /
1,9
18 ‘%/
1,7
1,6
0,0002 0,0005 0,001 0,0015 0,002 c
mol/I

Les résultats de la mesure du pouvoir réducteur montrent que l'absorbance augmente
avec l'augmentation de la concentration. Cela ttmoigne du bon pouvoir réducteur des nitrones

testées. Cette activité n'est pas tres sensible a la variation de la structure de la nitrone.

V.3  Etude de l'activité antioxydante par la DFT :

Afin de corréler l'activité antioxydante expérimentale d'une molécule avec sa structure

chimique, nous pouvons utiliser plusieurs indices ou descripteurs, tels que:
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e L'enthalpie de dissociation de la liaison hydrogéne (de l'acronyme anglais
Bond Dissociation Enthalpy : BDE)

e Le potentiel d'ionisation (lonisation Potential : IP).

o Affinité protonique (Protonic Affinity : PA).

e L'enthalpie de dissociation du proton (Proton Dissociation Enthalpy : PDE).

e L'enthalpie de transfert de I'électron (Electron Transfer Enthalpy : ETE).

Le choix du descripteur est lié au type de mécanisme. La désactivation des radicaux libres se
fait selon trois meécanismes :

Transfer d'atome d'hydrogéne (HAT:hydrogen atom transfer):

R-H— R +H’
Ce meécanisme est étudié en calculant et comparant les valeurs de la BDE de chaque
antioxydant étudié. Cette valeur est calculee comme suit :
BDE = H(R") + H(H) — H(R-H)

Avec :

- H (R") L'enthalpie du radical,

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

- H (H) I'enthalpie de I'atome d’hydrogéne (H (H) = - 0.5 Hartree)

Transfert d'un électron suivi de celui d'un proton (de l'anglais Single Electron Transfer —
Proton Transfer: SET-PT) :

R-H—>RH" +e IP
RH" >R +H" PDE

Ce mécanisme est étudié en calculant et comparant les valeurs de la PDE :

PDE = H(R') + H(H*) = H (RH ")
Avec :
- H(R’) I'enthalpie du radical,
- H(H") l'enthalpie du proton,
- H(RH ") I'enthalpie du radical cation
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Transfert d'un proton suivi du départ d'un électron (de l'anglais Sequential Proton Loss
Electron Transfer: SPLET) :

R-H—R +H" PA
R >R +e  ETE

PA = H(R )+ H(H") — H(R-H)
Avec :
- H(R) l'enthalpie de l'anion
- H(H")I'enthalpie du proton

- H(R-H) lI'enthalpie de la molécule neutre
Dans ces calculs, I'enthalpie du proton H(H") et celle de I'électron H(e") étant prises
respectivement : -1.48 Kcal/mol et -0.75 kcal/mol.

On calculons les grandeurs énergétique : BDE , PDE, IP, PA et ETE pour déterminé le

groupement OH le plus réactif.
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V.4 Discussion des résultats théoriques :

La géométrie des molécules optimisées est donnée dans la figure (V.4) suivante :

N Il N VI

NIV

N III

Figure V.4 : Géométrie optimisée des nitrones étudies
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La numérotation des atomes est représentée sur la figure V.5
L'optimisation des nitrones montre une géométrie completement plane de la fonction

C=N"-O et le phenyl lié¢ & C-N, avec un angle diédre (D15.74.10=3.46°) ce qui confére a ces
structures une meilleure délocalisation des électrons 7. Par contre le groupement phenyl lié a
N n'est pas plan avec la fonction N*-O" avec un angle diédre (D19.4.1.3=35.25°).

Figure V.5 : Numérotation des atomes de la nitrone N-I

Pour déterminer le groupement OH le plus réactif. Nous avons calculé les grandeurs

énergétique : BDE , PDE, IP, PA et ETE en utilisant les formules suivantes :

BDE= H(R) + H(H") - H(R-H)
IP=H(R™) + H(e") - H(R-H)
PDE=H(R) + HH") - H(R™)
PA=H(R) + H(H") - H(R-H)
ETE=H(R) + H(e) - H(R)

Avec :

H(R™) : I'enthalpie de radical cation.
H(R-H) : I'enthalpie de la molécule neutre.
H(H) : I'enthalpie de radical d'hydrogéne.
H(H") : I'enthalpie de proton.

H(e") : I'enthalpie d'électron.

H(R) : I'enthalpie de radical.

H(R") : I'enthalpie de I'anion.
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Les résultats de calcul des descripteurs BDE, IP, PDE, PA et ETE sont rassemblés dans le
tableau 2 suivant :

Tableau V.4 : les valeurs de BDE, IP, PDE, PA et ETE en kcal/mol.

Composé/descripteur BDE IP PDE PA ETE IP+PDE | PA+ETE
N-I 109.18 170,12 250,29 366,31 54,10 | 420.41 | 420.41
N-1I 108.57 560,02 | -165,09 | 340,86 54,07 | 394.93 | 394.93
N-111 69,45 162,56 218,59 319,47 61,68 | 381.15 | 381.15
N-1V 83.36 159,60 260,30 368,03 51,86 419.90 | 419.89
N-V 72.51 161,20 222,99 324,17 60,02 | 384.19 | 384.19
N-VI 76.76 162,83 225,56 327,22 61,17 | 388.39 | 388.39
Anisole 94.35 186.22 224.14 175.35 21570 | 410.35 | 410.36
Guaiacol 75.05 175.35 215.70 34851 4254 | 391.05 | 391.05

1/ Le mécanisme HAT

Les résultats donnés dans le tableau 2 montrent que :
1/ Pour les nitrones qui ne possedent pas de liaison OH (NI et N 1), les BDEs de C-H sont
trés élevées (109.18 Kcal/mol et 108.57 Kcal/mol), Ces nitrones ne possédent pas des
propriétés antioxydantes.
2/ Les nitrones possedant des liaisons O-H donnent I'ordre de BDES suivant :

BDEn.in< BDE y.v< BDEn.vi< BDE n.v

La BDE la plus faible (69.45 Kcal/mol) est attribuée a la nitrone N-I11, plus faible que celle de
la vitamine C (74.54Kcal/mol) et la vitamine E (72 Kcal/mol). [43]

La BDE la plus grande est attribuée & N-1V (83.36Kcal/mol).

La BDE de N-111 (69.45 Kcal/mol) est inférieure a celle de N -VI (76.76 Kcal/mol) d'environ
7 Kcal/mol. Cela montre que le faite d'ajouter un groupement OH en position méta de la
fonction nitrone augmente les propriétés antioxydantes.

La comparaison entre les BDE de N-V (72.51 Kcal/mol) et N-VI (76.76Kcal/mol) montre
que la présence d'un groupement methoxy en position méta de la fonction nitrone diminue la
BDE d'environ 4 Kcal/mol.

La comparaison entre N- 1V (83.36 Kcal/mol) et N-V (72.51 Kcal/mol) montre que la position
du groupement OH influence sur les propriétés antioxydantes des nitrones du faite que la
BDE est beaucoup plus faible quand le OH est en position para de la fonction nitrone.
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Cette tendance de la variation de la BDE en fonction de la structure est expliquée par la
distribution de la densité de spin (figure V.6). Plus la densité de spin est délocalisée plus le
radical est stable.

En comparant les BDE de I'anisole (94.35 Kcal/mol) et du guaiacol (75.05 Kcal/mol) avec les
nitrones N- Il et N- IV, N-V respectivement, nous pouvons conclure que les propriétés
antioxydantes vont étre plus fortes si le guaiacol est introduit dans une fonction nitrone par sa
position méta par rapport au methoxy. (La BDE passe de 75.05 Kcal/mol a 72.51 Kcal/mol).
Par contre l'introduction de I'anisole dans une fonction nitrone n'améliore pas ses capacités
antioxydantes.

Les résultats obtenus théoriquement sont en bon accord avec ceux du test DPPH.
2/ Le mécanisme SET-PT

Ces nitrones sont caractérisés par des IPs caractéristiques des composés aromatiques (~8 eV),
a de I'exception N Il qui présente une IP beaucoup plus élevéee (~ 24 eV).

Nous remarquons que la variation d'IP ne suit pas le méme ordre de variation que la BDE.
De plus, I'énergie requise pour ce mécanisme est plus grande que I'énergie requise pour le

mécanisme HAT. Cela montre que le mécanisme HAT est le plus favorable en phase gazeuse.

3/ Le Mécanisme SPLET

A travers les résultats du tableau V.4, nous remarquons que la premiére étape de ce
mécanisme nécessite une energie trés élevée par rapport au mecanisme SET-PT et HAT, donc

ce mécanisme est peu probable en phase gazeuse.

On a presenté les spins densité des radicaux de chaque nitrone dans la figure V.6 :
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0.006 -0.009
0.016 0.031
0.207 -0.141
0.898" N® -0.147 0.724 ——N® -0.039
-0.075 0 0.059 0 0.131
© [€)
0.020
-0.020
H3CO 0.017
Radical | Radical Il

H3CO 0.068

Radical 111 Radical IV

-0.179

N® 0.179
0154 eo 0.232
-0.110
0.242
0.192
0.231
Radical vV Radical VI

Figure V.6 : distribution de la densité de spin des radicaux nitrones.
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Conclusion :

Dans notre étude nous avons comparé l'activité antioxydante d'une série de nitrone qui
a éete testé par la méthode DPPH et FRAP. Les résultats de calcule théorique montrons que le
N-III est a un pouvoir antioxydante plus important que les autres composés de la série nitrone
et c'est ce qui a été confirmé par I'étude de test DPPH.

Donc les résultats obtenus théoriquement sont en bon accord avec ceux des
pratiquements.

Le choix de mécanisme HAT pour la comparaison théorique par ce que le HAT besoin
moins d'énergie pour la formation de radical par rapport a d'autre mécanisme SPLET et
SET-PT qui nécessite plus d'énergie.

Apres I'étude on peux conclure que l'augmentation de pouvoir antioxydante a lié a la
présence des liaison O-H.

L'augmentation des liaisons O-H provoque l'augmentation de I'activité antioxydante.
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Conclusion générale.

Le but de notre travail est I'étude expérimentale et théorique de l'activité antioxydante
d'unes série de nitrone phénolique.

L'étude expérimentale est réalisée par deux méthodes. La méthode du piégeage du
radical libre DPPH et la méthode de mesure du pouvoir réducteur du fer ferrique.

La premiére méthode est tres sensible a la variation de la structure. L'addition d'une
fonction phénol a la fonction nitrone donne un effet synergique positif. Aussi si on double le
groupement hydroxy porté sur le phényle du carbone en a ou si on double la fonction nitrone
on obtient des activités semblable a celles des antioxydants de référence.

La deuxiéme méthode donne des activités proche I'un a l'autre. La variation de la
structure n’influe pas trop sur le pouvoir réducteur.

L'étude quantique de l'activité antioxydante montre une bonne correlation entre les
valeurs d'ECsy et celle des BDE. Elle montre aussi que le mécanisme HAT est le plus
favorable.

En perspective en se propose d'étudier l'activité antioxydante de ces nitrones par DFT
en prenant en considération l'interaction avec un solvant polaire tel que I'eau ou I'éthanol.
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