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Introduction générale

Les huiles végétales comme I'huile de noix de coco ou I'huile de pame, contiennent des
acides aminés saturés, semblables a ceux d'origine laitiere comme le beurre par exemple.
L'huile d'olive, par contre, est riche en acides gras mono-insaturés (plus de 79 %) —
principalement |'acide oléique. Celui-ci est responsable des bienfaits cardiovasculaires de
I'huile d'olive. Des taux élevés de cholestérol associés a la présence de 13-lipoprotéines
(LDL) dans le sang, constituent un facteur de risque important des maladies cardiagues.
Remplacer les graisses saturées par des graisses mono-insaturées, abaisse le cholestérol
LDL, réduisant ainsi le risque cardiovasculaire.

En méme temps, la concentration de cholestérol HDL (parfois désigné comme le 'bon'
cholestérol) protege le ceeur des maladies cardiaques. Le troisiéme facteur lipidique lié au
risque cardiovasculaire est le taux éevé de triglycérides. Dans le flux sanguin, celles-ci
rendent les particules LDL plus petites et plus denses, ce qui leur permet d'endommager
plus facilement les parois des arteres.

Le taux de cholestérol HDL dans le sang, est augmenté par la consommation d'huile
dolive, le cholestérol éant ramené vers le foie pour étre traité sans se déposer sur les
parois des arteres, réduisant ainsi le risque de maladie cardiaque. Lorsgue la consommation
d'hydrates de carbone est remplacée par des graisses mono-insaturées, le taux de
triglycérides dans le sang chute. Ceci entraine une augmentation de la taille des particules
de cholestérol LDL, ce qui limite également le risque cardiovascul aire.

Néanmoins, tous les effets bénéfiques de la consommation d'huile d'olive ne sont pas dus a
I'acide oléique, et ils ne sont pas tous liés au métabolisme des graisses et au ceeur. D'autres
composants secondaires de I'huile d'olive ont des effets bénéfiques sur la santé:

1- Les tocophérols et tocotriénols, qui peuvent étre classés parmi les antioxydants
primaires [1]. Les tocophérols ont une double action bénéfique, comme vitamine (vitamine
E) et comme antioxygene [2]. Ce sont des anti-toxines qui jouent un réle important dans la
réduction du risque cardiovasculaire.

2- Les composés phénoliques, dont certains sont responsables de la saveur caractéristique
d une huile, ont des propriétés antioxydantes marquées. L’ huile d olive, par exemple,
contient des composés phénoliques simples et complexes qui augmentent sa stabilité
oxydante, et améliorent considérablement sa saveur [3].

Dans ce groupe on retrouve I’ hydroxytyrosol et le tyrosol [4- 6]. Ces deux composes sont

directement dérivés de I’ hydrolyse de I’ oleuropéine et du ligstroside. Dans |le groupe des
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acides phénoliques, on peut citer I'acide caféique, I’ acide férulique, |’ acide p-coumarique
ou encore |’ acide vanillique qui sont également, retrouvés généralement dans les huiles [7-
11].

L’ hydroxytyrosol et I’acide vanillique (a moindre échelle, le tyrosol) ont démontré de
fortes activités antioxydantes [12]. IIs ont aussi éé associés a certains effets bénéfiques
dans la protection de certaines maladies. Ainsi | hydroxytyrosol exerce une action
inhibitrice sur les lipooxygénases ce qui protégerait les acides gras de |’ oxydation et donc,
réduirait in vivo le dépdt des LDL dans les parois artérielles [13]. L hydroxytyrosol est
capable de donner un hydrogéne au radical LOO® puis de se stabiliser (Figure 1). En ce qui
concerne la prévention des maladies cardio-vasculaires, il a aussi été associé a une
réduction de I’agrégation plaguettaire tout comme la lutéoline et I'apigéenine [14]. La
présence de quelques polyphénols et de I’hydroxytyrosol est également corrélée a une
réduction de la formation de molécules pro-inflammatoires comme la thromboxane et les

leucotrienes [15-16].

OH
COH LOO" LOOH / LOO LOOH
N A
OH

Figure 1. Sabilisation de radicaux par |" hydroxytyrosol [17]

Deux études ont montré un effet hypocholestérolémique et hypoglycémique de
I’oleuropéine et de I’oleuropéine aglycone [18-19]. Ces deux composés et
I” hydroxytyrosol sont également impliqués dans la protection de I’organisme contre
certains agents pathogéenes responsables de mal adies intestinales ou du systéme respiratoire
[20].

Ce qui semble acquis c'est qu’ une ingestion réguliere de composes phénoliques, comme
ceux présents dans I’ huile d’olive, est fortement corrélée a une diminution des risques de

dével oppement de maladies dégénératives, cardiovasculaires ou de cancers.
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L’ objectif de ce travail de mémoire de Magister, intitulé « prédiction théorique de
I'activité antioxydante de composés d'especes naturelles», est d éudier I'activité
antioxydante de composés phénoliques tels que le tyrosol et I'hydroxytyrosol. Notre
stratégie consiste a rechercher les approches les plus fiables. Sur le plan purement
théorique, nous nous proposons de rechercher la (les) méthode(s) de calcul et la base de
fonctions a utiliser pour une meilleure description des liens intervenant dans ce type de
molécule. Nous étudierons, d autre part, |'activité antioxydante de ces mol écules.

Apres cette introduction générale, nous présentons dans le premier chapitre de ce mémoire,
les principes généraux des méthodes de la chimie quantique en nous limitant, cependant, a
celles utilisées dans ce travail.

Nous présentons ensuite, dans le deuxiéme chapitre, un bref rappel bibliographique sur les
antioxydants.

Le troisieme chapitre est consacré a I'étude théorique des propriétés structurales,
spectroscopiques et de I’ activité antioxydante du tyrosol et de I'hydroxytyrosol.

Nous avons ensuite éudié la réaction d oxydation des antioxydants par le radical
superoxyde et par le radical hydroxyle, dont le mécanisme est assez controversé. Cette
partie est consignée dans le chapitre 4.

Nous portons enfin, dans la section des conclusions, un regard global sur la signification
des résultats présentés dans ce mémoire ainsi que sur les perspectives ouvertes par ce
travail.
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L es méthodes de calcul utilisées

1. Equation de Schradinger

1.1. Formulation générale

On sait que I'état et toutes les propriétés observables d' un systéme quantique, atome,
molécule, ensemble de molécules, macromolécule ou solide sont en principe, déterminés
par sa fonction d’onde W. Celle-ci dépend des variables d’ espace (position) et de spin de
chague particule, soit quatre parametres par particule, et doit satisfaire a I’ éguation de
Schrodinger [1] :

HU =EV (I-1)

Ou E est I'énergie du systéme et A est I’opérateur hamiltonien du systéme. ¥ est la
fonction d'onde du systéme, fonction des coordonnées des noyaux, des éectrons et contient
toute l'information du systéme, E est |'énergie totale. Les valeurs propres de H sont les
valeurs observables de cette énergie et les fonctions d'onde correspondantes sont les

fonctions propres associ ées.

Les propriétés moléculaires qui peuvent étre calculées par la résolution de |'éguation de
Schrédinger sont la géométrie moléculaire, et donc les stabilités relatives, les spectres de
vibrations, les moments dipolaires et quadripolaires, les spectres éectroniques et aussi des
fonctions descriptives de la réactivité, telles que les charges atomiques et les fonctions de
Fukui. Toutefois, la précision avec laguelle on peut espérer calculer ces quantités est trés
variable en fonction de la nature de ces propriétés. Cette équation ne peut, en effet, pas étre
résolue de maniéere exacte pour les systemes moléculaires, et I'on doit donc effectuer un
certain nombre d'approximations.

L’ hamiltonien pour un systeme a couches fermées et compose de charges ponctuelles (2n
électrons et N noyaux), sans prise en compte des effets relativistes, est donné par la
relation:
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H=T+U=T,+T,+U, +U0_+U, avec:< (1-2)

\ =1 i1 Ame,r,
Ou, T : L’opérateur de|’ énergie cinétique.
U : L’opérateur de |’ énergie potentielle,
T . L’ énergie cinétique des noyaux.
Ae . L’ énergie cinétique des électrons.
Um . L’ énergie de répulsion entre les noyaux.

()

« . L'énergie derepulsion entre les électrons.

()

. L énergie de |’ attraction entre noyaux et éectrons.

h est la constante de Planck universelle, me est la masse de I’ éectron, e est la charge de
I’ électron, M, est la masse du noyau |, r); est la distance entre |’ électron i et le noyau I, Ry;
est la distance entre les noyaux de |’atome | et de I’ atome J dont les charges nucléaires sont
respectivement Z, et Z,. A; est le laplacien dui'®™ éectron.

L’ utilisation des unités atomiques, rappel ées dans le Tableau I-1, permet de simplifier cette
expression :

=1 J=I I:el‘] i=1 =i ri' =1 i=1 r|i
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Tableau I-1. Unité atomique

Grandeur Nom Symbole Valeur en unité S [2]
Charge Charge él ectrique éémentaire e 1,60217653(14).10"° C
Masse Masse de |'dectron Me 9,1093826(16).10% Kg
Action Constante de Plank réduite h 1,05457168(18).10* Js

4re,
a = 2
Longueur Rayon de Bohr mge 0,5291772108(18).10°m
2
. . Eh = i 2 18
Energie Energie de Hartree m.a, 4,35974417(75).10J

L’ éguation permettant d’ obtenir les états stationnaires du systeme, est ainsi donnée par :

N

%Ai\pk +§M:%+ E, —EM:Z%JFEN:Z%—EM:ZQ U, =0 (I-4)
1=1 | 1J

1=1J=I i=1 j=i Ujj =1 i=1 r.|i

N
i—1
On constate que |'éguation de Schrodinger, basée sur cet opérateur hamiltonien, est
difficilement applicable a des molécules polyatomiques;, on doit donc introduire des
approximations telles que |’approximation de Born-Oppenheimer et |’ approximation

orbitalaire, pour larésoudre.

1.2. L’ approximation de Born-Oppenheimer

L'approche de Born-Oppenheimer est fondée sur le fait que les éectrons, dont la masse est
beaucoup plus faible que celle des noyaux, se déplacent beaucoup plus rapidement que ces
derniers. En d'autres termes, ils sadaptent presgue instantanément aux positions des
noyaux. Leur comportement n'est donc pratiquement pas modifié par les faibles
déplacements des noyaux, que l'on peut considérer comme figés dans leurs positions
instantanées. On considére donc que les électrons se déplacent dans un champ de noyaux

figés, ce qui permet de poser [3] :
U(7,R) =W, (F)¢(R) (I-5)
ol \II(F, ﬁ) est lafonction d'onde totale an électrons et N noyaux; W, () est lafonction

d'onde éectronique correspondant a un jeu de positions R de noyaux figés, mais pas

11
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forcément al'équilibre; ¢ ( ﬁ) est lafonction d'onde nucléaire, décrivant le mouvement des

noyaux; r et R symbolisent |es coordonnées des électrons et des noyaux, respectivement.

La fonction électrique ¥ () ne dépend pas du mouvement des noyaux, mais seulement

de leurs positions.

HW, (F)¢(R) = —%%ﬁqﬁ(f) HU U (F) o (F) + U0 (76 (F)
ST P SN [ A LT B P

(I-6)
Dans cette approche, I'énergie cinétique des noyaux peut étre négligée, tandis que la
répulsion entre les noyaux peut étre considérée comme constante. Ainsi, si I'on remplace

o (F : ﬁ) par U (F) (b(ﬁ) dans I'équation de Schrodinger (équation I-1) on obtient :

o) Ue (F)+ (T, + U, )6(R) -

et moyennant certaines approximations:

HW, (7) = ER¥g (F) (I-8)

avec

1 N M N Z N 1
H = =2208, - 2L )
25 R i =i N
Cette équation ne contient plus que des termes cinétiques relatifs aux éectrons, des termes
d'interactions électron-noyau et éectron-électron. Cet hamiltonien ne prend donc pas en
considération les interactions entre les électrons et des champs extérieurs au systeme (par
exemple la résonance paramagnétique éectronique RPE) ou entre les électrons et les spins

nucléaires (visibles par exemple en résonance magnétique nucléaire RMN).

La résolution de I'éguation de Schrodinger pour cet hamiltonien éectronique méne aux

fonctions d'onde électroniques. Une fonction donde éectronique donnée, dépend

12
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paramétriquement des coordonnées nucléaires, dans le sens ou pour un choix différent de
ces parameétres, on obtient différentes fonctions d'ondes électroniques.

1.3. Approximation orbitalaire

La fonction d’ onde éectronique W, est une fonction des coordonnées de tous les électrons
du systéme. Si 2n est le nombre d’ électrons, ¥ est une fonction a (2n)x3 variables que I’ on

note communément ¥(1,2,... 2n).

L’ approximation orbitalaire, introduite par Hartree en 1928 [4], consiste a découpler les 2n
électrons en développant la fonction W(1,2,...,2n) en un produit de 2n fonctions mono-

électroniques, de sorte que:

2n
v(1,2..2n)=]]¢; (i) @-10) ou I'indicei désigne !’ orbitale

=1

Cette situation correspond physiquement a un modele de particules indépendantes dans
lequel chaque éectron se déplace dans un champ moyen créé par les noyaux et la densité
électronigue moyenne des autres électrons. Cela signifie que chaque électron ressent les

autres en moyenne, ce qui constitue naturellement une approximation.

La fonction d'onde n'a cependant pas de terme décrivant e spin car celui-ci est absent de
I'namiltonien éectronique. Pour décrire completement la distribution des éectrons, la
coordonnée de spin s doit donc étre introduite, et celle-ci prendrales valeurs +1/2 ou -1/2.
Le spin est une propriété intrinséque de |’ électron, de nature purement quantique, et n'a
donc pas d'équivalent en mécanique classique. La fonction d'onde de spin pour le spin
alignélelong del'axe (+)z sera a(s) et celle pour le spin aigné lelong de (-)z sera B(s).

La fonction d’onde électronique est donc composée d une partie spatiale, I’ orbitale, et

d’une partie de spin. La fonction ¢ est ce quel’ on appelle une spin-orbitale et on I’ écrit :

qb(r,s) = X(r)n(s) (I-11)

13
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Our et s sont les coordonnées d'espace et de spin, respectivement.
Pour un systeme a 2n éectrons la fonction d'onde polyélectronique ¥ la plus simple

s écriradonc sous laforme d'un produit de spin-orbitales supposées normalisées :
¥ = ¢1 (1) ) ¢2 <2) ’ ¢3 (3) Tt ¢2n (Zn) (1'12)

La fonction d'onde représentée par I'éguation ci-dessus n'est cependant pas encore
complete, car elle ne prend pas en compte I'indiscernabilité des éectrons, ni le principe
d exclusion de Pauli [5]. Celui-ci a montré que pour les fermions (particules a spin %2), une
spin-orbitale doit étre antisymétrique par rapport ala permutation impaire des coordonnées
d’ espace et de spin. En permutant deux éectrons, il vient par exemple:

¥(1,2...k,..2n) = -V¥(LK,..,2..,2n) (I-13)

Une telle fonction obéit au principe d’ exclusion de Pauli qui impose a deux électrons de ne
pas pouvoir occuper la méme spin-orbitale, ainsi qu’a I’ indiscernabilité des électrons. Or,
dans la formulation de Hartree de la fonction d’ onde, cela n’est pas le cas, car I’ éectron i

occupe précisément la spin-orbitalei.

Hartree et Fock ont généralisé ce concept en montrant que le principe d’ exclusion de Pauli
est respecté s I’on écrit la fonction d’onde sous la forme d’un déterminant construit a
partir de n spin-orbitales [6]; on obtient alors ce qui est connu sous le nom de «déterminant
de Slater» :

o} (X1> ?, (Xl) O (X1>
1 ¢1<X2> ®, (Xz) o Oy (Xz)
2n!

¢1<X2n> ¢2(X2n> ¢2n<X2n)

(I-14)

. , - . : 1
Les variables x; représentent ici les coordonnées d' espace et de spin. — est le facteur de

Jan!

normalisation; 2n étant le nombre d'éectrons.
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On constate que la forme déterminantale de la fonction d’onde respecte le principe de
Pauli: I'inversion de deux éectrons correspond a la permutation de deux lignes (ou de deux
colonnes), ce qui a pour effet de changer le signe du déterminant. Les spin-orbitales ¢
doivent, d’autre part, étre différentes les unes des autres, car dans le cas contraire, le

déterminant (I -13) s annule.
2. Lathéoriedelafonctionnelledela densité
2.1 Lesfondements

L’idée fondamentale de la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT) est de chercher a
formuler I'énergie exacte de |’ état fondamental d’un systeme moléculaire comme une

fonctionnelle de la densité é ectronique p.

La densité électronique p de 1’éat fondamental est une fonctionnelle du potentiel extérieur

Ve <r) Hohenberg et Kohn ont démontré par |’ absurde, en 1964, que la réciproque est

r

également vraie: |le potentiel externe Ve’“( ) est, a une constante pres, une fonctionnelle

r). Cette relation biunivoque entre densité p de I’état fondamental et

unigue de p (
potentiel extérieur Vext est le fondement du premier théoréme énoncé par Hohenberg et

Kohn.

2.2. Premier théoreme de Hohenberg et Kohn [7]

—

r

—

r

Le potentiel externe VM( )eﬁt, a une constante pres, une fonctionnelle de” ( ); par

conséquent, comme Ve (r) définit I’Hamiltonien du systéme, |'énergie de |’ état

fondamental est une fonctionnelle unique de” (r) .
D’ apres le premier théoréme, il existe une et une seule fonctionnelle de la densité donnant
I’énergie de |’ état fondamental d’un systeme a N éectrons. Le second théoreme assure que

cette fonctionnelle obéit au principe variationnel.
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2.3. Second théor éme de Hohenberg et Kohn [7]

La fonctionnelle de p qui donne I’ énergie de I’ état fondamental d un systeme aN électrons
n’atteint son minimum que pour la densité é ectronique exacte correspondant a cet état.

Le probléme majeur de la DFT est que I’ expression de cette fonctionnelle, reste inconnue.
Abordons maintenant I’ approche de Kohn et Sham [8], pour obtenir E.

E[p|=T[p]+E, [p]+E.[p] +E,, (I-15)

T éant I'énergie cinétique, Een - I'énergie d’interaction électron-noyau, Eee - |’ énergie
d'interaction éectron-éectron. Dans le cadre de |’ approximation de Born-Oppenheimer,
I’ énergie d’ interaction noyau-noyau Enn est une constante. Nous ne la considérons plus par
la suite. De plus, Eee peut s écrire comme la somme d'un terme de Coulomb J et d’un

terme d' échange K. L’ égquation 1-14 s écrit dors:
Elp]=T[p]+E.,[p]+ I[p]+ K[p] + E,, (I-16)

Les expressions anal ytiques de E et J sont bien connues :

E.l]=> [ |ZF'{)—_<§|)CIF (I-17)

I[p] = % f %dfdf (1-18)

Tandis que les termes d énergie cinétique T et d échange K ne peuvent étre exprimés
analytiquement a ce jour. L’idée fondatrice de I’ approche de Kohn et Sham est d' écrire
I’énergie cinétique T en deux termes, un terme calculable exactement et un terme de
correction plus petit. Le terme cal culable exactement est évalué en introduisant un systeme
fictif de N électrons indépendants ayant la méme densité éectronique que le systeme rédl.
L’équation de Schrédinger de ce systeme fictif admet comme solution exacte le
déterminant de Slater des orbitales moléculaires ;. L’énergie cinétique de ce méme

systéme est donc donnée par :

16
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T = ZNX\I];

1

- %VZ v,)  (1-19)

La différence entre Ts et T est petite. Elle est absorbée dans un terme d’échange-

corrélation. En effet, une expression générale de |’ énergie DFT peut étre donnée par :
Eorr [0] = T, [p] + Epe [p] + 3 [p] + E. [p] (1-20)

En écrivant Epgr = E, cette expression définit Ec :
E.[p]=(T[o]+T,[p) +(E.[p] - I[o) @-20)

La premiére parenthése de I’ équation 1-20 peut étre considérée comme |’ énergie cinétique
de corrélation tandis que le deuxieme terme de I’ équation 1-20 contient a la fois un terme
d échange et celui d énergie potentielle de corrélation. Ce terme d’ échange-corréation

concentre les approximations de la DFT.
2.4. Lesfonctionnelles utilisées
2.4.1. L’ approximation de la densitélocale

Dans I’ approximation de la densité locale (LDA pour Loca Density Approximation), la
densité est localement traitée comme un gaz uniforme d’' électrons, ¢’ est a dire variant peu
localement. Méme en introduisant la densité de spin (LSDA pour Loca Spin Density
Localisation), ce type d approximation conduit généralement a des erreurs supérieures a

I’ énergie de corréation.
2.4.2. Lesméthodesde gradient corrigé

Les améliorations de la LDA doivent considérer un gaz d éectron non-uniforme. Une
maniére de réaliser cela est de rendre E,. dépendante non seulement de la densité 2 mais
également de ses variations a travers les dérivées de %2. Ce sont les méthodes de gradient

corrigé ou approximation du gradient généralisé (GGA pour Generalized Gradient
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Approximation). Pour aller plus loin, les méhodes méta GGA introduisent également une
dépendance en densité d énergie cinétique t. Dans le cadre de ces méthodes, |’ énergie

d’ échange-corrélation peut donc s écrire sous la forme suivante:
E.= fe"c (pT (F),pl (F‘),VpT (F‘),Vpl (F),TT,Tl>df (I-22)

2.4.3 Lesméhodes hybrides

Dans le cas d'un gaz d’ éectrons sans interaction, |’ échange est évalué exactement par la
théorie Hartree-Fock et la corrélation est nulle. Nous pouvons introduire le terme

d échange Hartree-Fock évalué sur les orbitales de Kohn-Sham Wi, dans I’ évaluation de

I’ énergie d’ échange E®, par exemple sous la forme suivante :
EX = (1-a)E;™ + aE° + bAES™ + EL™* + cAEZ* (1-23)

Les trois paramétres a, b, ¢ sont choisis de facon a rendre compte le mieux possible des
résultats expérimentaux. lls dépendent de la fonctionnelle GGA choisie. Cette forme
correspond aux fonctionnelles de type B3 (fonctionnelles de Becke a 3 paramétres). Les
méthodes qui introduisent I'échange exact E!° sont appelées méthodes hybrides.
L’introduction de ce terme nécessite un calcul de type Hartree-Fock, pouvant devenir
I’ étape limitante du calcul de I’ énergie. Ces fonctionnelles sont donc moins performantes

en temps de cal cul mais sont généralement plus précises.
3. Choix d’unefonctionnelle
Le choix d une fonctionnelle dépend de sa performance en précision pour le systéme et des

propriétés étudiées ainsi que du temps de calcul. Nous avons essentiellement utilisé la
fonctionnelle B3LY P [9] et lafonctionnelle PBEO [10] pour I’ étude de systémes.
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4, Choix d'unebase

Une fonction inconnue peut étre écrite comme la combinaison linéaire de fonctions
connues, s et seulement s le jeu de fonctions connues utilisées constitue une base
compléte de I’ espace dans lequel est définie cette fonction. Dans les cas des fonctions
d’ onde, une base compléte comporte une infinité d’ ééments. Une telle base est inutilisable
pour calculer une fonction d onde actuellement. 1l faut nous restreindre a une base finie.
Dans ce cadre, I’'information contenue dans les dimensions manquantes est inaccessible.
Seules les composantes de la fonction d’ onde, selon les fonctions de base, sont accessibles.
Plus la base choisie est petite, plus la représentation de la fonction d’ onde est pauvre. Les
fonctions de base choisies influencent également la qualité de la représentation. Plus, une
seule de ces fonctions est capable de décrire la fonction d’ onde, plus la base est précise.
Autrement dit, un choix judicieux permet de réduire le nombre de fonctions nécessaires

pour atteindre une précision donnée.
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1. Lesradicaux libres

1.1. Définition

Un radica libre est une espéce chimique, atome ou molécule, contenant un éectron non
apparié sur l'orbitale externe [1]. Ces éectrons non appariés rendent ces especes tres
instables et donc tres réactives et pour se stabiliser, elles vont tenter d apparier leur
électron célibataire. Les radicaux libres peuvent avoir des origines externes ou internes a
I’organisme[2] :

e Externes: tabagisme actif ou passif, alcool, certains modes de cuisson (barbecue,
micro-ondes), pollution, stress, fatigue, rayons X (radiographie), exposition au
soleil, changement hormonal, certains médicaments et |’ exercice physique intensif.

e Internes: alergies, inflammations, infections et micro-lésions tissulaires.

Plusieurs espéces radicalaires existent dans la nature, celles dérivant de I’ oxygene sont
appel ées radicaux libres oxygénés (ROS de I’ acronyme anglais Reactive Oxygen Species),
celles dérivant du carbone et celles dérivant de I’ azote (oxyde nitrique ‘NO, peroxynitrite

'NOg3, ...). Dans ce qui suit, nous citerons juste les ROS.
1.2. Nature desradicaux libres
1.2.1. Lesespecesréactives dérivées del’ oxygene

Les ROS résultent de réductions mono-éectroniques successives du dioxygene (O,)
aboutissant alaformation d’ eau (Figure I1-1) [3].

Oz

+ le- l

-0, PR

NS SP)
+ 1e- k+2|—|* s o
P . N

H>O,
+ 1e- k + 1H*
«OH + H,O c (), 3
+ 1e- k + 1H*
2 H,0 (=} ';— "'/":_,'..:- C ; e

Figure IT-1. Les ROSreprésentant |es différents états de réduction du dioxygéne.
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La configuration électronique du dioxygene montre qu’il est avide d’ électrons, ce qui lui
conféere un caractére oxydant. Sa faible réactivité s explique par sa structure éectronique.
En effet, bien qu’il possede un nombre pair d éectrons, il présente deux éectrons non
appariés au niveau de ses orbitales moléculaires (Figure 11-2) de spin paralees (ms =
+1/2), afin de réagir avec une molécule, il faut que celle-ci contienne deux éectrons non
appariés a spin paralées (ms = -1/2). Ceci est une contrainte, appelée « restriction de
spin », qui conduit a une restriction du pouvoir oxydant de O, al'état triplet.

Le dioxygéne est « contraint » a réagir en transférant un seul électron a la fois, ce qui
conduit, par ordre de réduction, a la formation du radical superoxyde (‘O;), du peroxyde
d hydrogene (H»O,) et du radical hydroxyle (OH) (Figure I1-1).

n* 2p
n2p

o 2p

2]

o* 28

o s

o* 1s

CEEEE

cls
Etat fondamental
Oz

Figure II-2. Sructure éectronique de |'oxygéne moléculaire

1.2.1.1. L’anion superoxyde: Oy~
Si I'oxygéne, dans son état fondamental, accepte un premier éectron, celui-ci va occuper

I'une des orbitales antiliantes n* et former le radical superoxyde O, (Figure I1-3).

]
e (N[N

o 2p
a* 2s
o 2s

o* 1s

GG

Supe(r)g;(gde

Figure II-3. Sructure éectronique de I'ion superoxyde
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Il est plus instable et plus réactif que la molécule d'oxygéne du fait que I'éectron
supplémentaire se place dans une orbitale antiliante.

00O+ —» 0O-0(0;) (II-1)
1.2.1.2. Leperoxyde: H,0,
Le peroxyde est considéré comme une espéce réactive dérivée de I’ oxygene (ROS), méme
sil na pas une structure radicalaire car il est capable d'initier ou de propager des
dommages oxydatifs. Le peroxyde d’hydrogene (H.O,) provient d une réaction entre deux

anions superoxyde, qui met fin au processus radicalaire.

20,” + 2H* — H,0,+ 0, (II-2)

1.2.1.3. L hydroxyle: ‘OH
L’ hydroxyle (‘OH) est trés réactif. Son temps de demi-vie en milieu aqueux est de 10°
secondes. La coupure homolytique de laliaison O-O du peroxyde d' hydrogéne donne deux
radicaux hydroxyles.
H.0, —» 20H (I1-3)

Cette rupture de liaison peut étre causée par la chaleur ou par des radiations ionisantes.
Cependant, une solution de peroxyde d' hydrogene avec des ions ferreux suffit a fournir des
radicaux hydroxyle. Cette réaction fut observée pour la premiére fois par Fenton en 1894
[4].

H,O, + F&¥* __ , ‘OH + OH + Fe* (II-4)

2. Dommages causés par lesradicaux libres
Les radicaux libres sont al’ origine de réactions en chaine qui conduisent a des destructions
cellulaires. Leurs structures cibles essentielles sont I’ ADN, les membranes cellulaires, les

lipides, les glucides et les protéines.

2.1. Action sur I’ADN

Les radicaux et en particulier ‘OH, s attaquent aux différents nucléotides de I’ADN par
modification des bases azotées, par rupture des brins de la chaine nucléotidique, ou par
déstabilisation de la forme géométrique de I’ ADN en rompant les liaisons hydrogéne entre
bases complémentaires (pontage entre bases A-T ou C-G)*. Ils peuvent également étre a

I’ origine de multiples |ésions cellulaires en attaquant les membranes cellulaires.

24



II

Présentation des antioxydants

Toutes ces actions conduisent au développement de maladies telles que le cancer, le
vieillissement cellulaire, ..., etc.

2.2. Action sur leslipides

Les lipides sont une cible privilégiée des radicaux libres qui provoguent I’ oxydation des
acides gras poly-insaturés (AGPI) des phospholipides membranaires. Le phénomene
d auto-oxydation ou peroxydation lipidique (Figure II-4), consiste en |’attague par un

radical libre, d’ origine exogene ou endogéne, de dérivés lipidiques.

INITIATION : I : mitiateur

I+RH > R° +IH (réaction lente, variable en fonction de I)
PROPAGATION:

R*+ 0, —_— ROO*® (rapide) (ROO?®: radical peroxy)

ROO*+RH ROOH + R*® (ROOH: hydroperoxyde)

TERMINAISON :
ROO®° + RO0O°® —— > produits de terminaison inactifs, non radicalaires

Figure IT-4. Mécanismes de |a peroxydation lipidique

Cette réaction est a I’origine de la formation d’hydroperoxydes (ROOH) lipidiques. Les
peroxydes lipidiques (ROO) peuvent aussi réagir avec d’ autres composes cellulaires et étre
al’ origine de molécules trés toxiques. Par exemple, ils peuvent réagir avec I’ ADN et étre a
I origine de substances mutagenes.

2.3. Action sur lesglucides
Les radicaux libres peuvent aussi agir sur le glucose et générer des intermédiaires réactifs.
Les dommages oxydatifs peuvent alors se propager via I’ attague de radicaux formés sur

d’ autres molécul es.
2.4. Action sur lesprotéines

Les radicaux libres peuvent réagir avec les différents acides aminés et donc atérer la

structure des protéines. Les fonctions de multiples enzymes, de récepteurs et de protéines
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de transport cellulaire peuvent ainsi étre modifiées. C'est donc toute la machinerie
cellulaire qui peut étre affectée.

3. Systemes de défense contrelesROS

Comme nous venons de le voir, les radicaux libres se produisent spontanément et d’'une
maniére continue. Cependant, ils sont rigoureusement controlés par des antioxydants. Par
conséquent, un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a
concentration relativement faible, dentrer en compétition avec dautres substrats
oxydables et aing retarder ou empécher |’ oxydation de ces substrats [5].

L’huile d'olive est composée d’ environ 1,5% d'une fraction insaponifiable constituée
d antioxydants et d autres composes mineurs qui se trouvent en plus grande proportion

dans | huile d olive vierge.

3.1. Composition générale des huilesd’ olive

Les huiles d olive vierges jouent un réle important dans I’ industrie agroalimentaire et sont
importantes en nutrition humaine pour plusieurs raisons. En premier lieu, car les lipides
sont la principale source d’ énergie pour le corps humain en comparaison de leur masse.

Deplus, I'intérét pour les huiles d' olive a été accru depuis la découverte de leur richesse en
vitamines liposolubles et en polyphénols qui sont des antioxydants. Elles sont également
une source importante d’ acides gras poly-insaturées essentiels car non synthétisables par le
corps humain. Si les acides gras sont les constituants majeurs de | huile d olive, ce sont les
constituants mineurs qui permettent |’ authentification d une huile, tant sur le plan de la

provenance geographique que sur sa qualité physico-chimique.

3.1.1Lesacidegras

Les acides gras appartiennent a la famille des lipides. Ces lipides contiennent une fraction
principale dite saponifiable (phospholipides, triglycérides) et une fraction mineure
insaponifiable (stérols, vitamines liposolubles, caroténoides).

Les lipides sont caractérisés par leur insolubilité dans I’eau et leur solubilité dans les
solvants organiques.

Les acides gras sont des molécules organiques comprenant une chaine carbonée terminée
par un groupement carboxyle. Cette chaine carbonée peut étre dépourvue de toute double

liaison carbone-carbone, dans ce cas, les acides gras sont dits « saturés ». Elle peut

26



II

Présentation des antioxydants

également contenir une double liaison (acides gras mono-insaturés AGMI) ou plusieurs
doubles liaisons (acides gras poly-insaturés AGPI).

Pour les acides gras insaturés, ils sont souvent référencés selon la position de la premiere
double liaison par rapport au groupement methyle terminal. 1l existe deux grandes familles
d' AGPI: Lasérie en n-6 (ou oméga 6) et la série en n-3 (ou oméga 3).

Dans I'huile d’'olive on trouve de I’acide linoléique (oméga 6) et de I'acide apha
linolénique (oméga 3). Ces acides gras sont dits « essentiels » car ils ne peuvent pas étre
synthétisés par I’homme et doivent donc étre apportés par I’ aimentation. Dans la nature,
les acides gras sont, généralement, sous forme de tri-esters entre des acides gras et du
glycérol selon laformule:

Glycérol + 3acidegras < »  triacylglycérol + 3H,O  (II-5)

Dans le cas de I’huile d olive les triacylglycérides représentent entre 98% et 99% de la
masse totale. Quelques rares acides gras libres peuvent étre trouveés et témoignent d’'une
oxydation du tri-ester. La composition en acide gras est tres variable et dépend de lavariété
d olives, la région de production et de |I’année de la récolte (influence des conditions
environnementales).

Des normes telles que celle du codex alimentarius régulent cependant cette variabilité en
placant des limites hautes et basses sur les proportions de chacun des acides gras (Tableau
11-1).

La variabilité en acides gras est relativement importante, mais en moyenne, |’ huile d'olive
vierge se compose de 72% d’ acides gras mono-insaturés (AGMI), 14% d’ acides gras poly-
insaturés (AGPI) et de 14% d’ acides gras saturés (AGS) [6]

L’ acide gras mgjoritaire est |’ acide ol éique qui représente alui seul pres de 70% des acides
gras. Les acides gras poly-insaturés représentent une fraction non négligeable de I huile et
sont majoritairement composés d’ acide linoléique.
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Tableau II-1. Composition en acide gras d’une huile d’olive selon les résultats d' Ollivier
et a. (2003) [7] et selon lanorme du codex alimentarius.

Acide gras

Formule brute

Ollivier et d. (%)

Codex alimentarius(%)

Acide myristique

Acide pamitique

Acide sapiénique

Acide pamitoléque

Acide margarique

Acide margaroléque

Acide stéarique

Acide oléque

Acide vaccénique

Acidelinoléique

Acide a-linolénique

Acide arachidonique

Acide gadoléique

Acide béhénique

Acide lignocérique

C14:0

C16:0

C16:1n-9

Ci16:1n-7

C17:0

C17:1n-8

C18:0

C18:1n-9

C18:1n-7

C18:2n-6

C18:3n-3

C20:0

C20:1n-9

C22:0

C24:.0

Tr

7,5-15,6

0,1-0,2

0,3-1,9

<0,3

<0,5

1,4-34

60,9-82,1

0,7-3,6

4,5-16,1

0,4-1,2

0,3-0,5

0,2-0,5

<0,2

<0,1

<0,1

7,5-20,0

0,3-35

0,3-35

<0,5

<0,6

0,5-5

55,0-83,0

3,5-21,0

<15

<0,8

<0,2

<1,0

Cx:yn-z ou x:le nombre de carbones, y: le nombre de doubles liaisons, z:la position de la

double liaison en partant du méthyle terminal. Tr : trace.
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3.1.2 Les composés phénoliques

Si les acides gras représentent la trés grande majorité de la composition de I huile d’ olive
en termes de masse, les composés mineurs tels que les composés phénoliques jouent un
réle tres important dans la caractérisation des huiles et pour leur intérét nutritionnel.

L’ huile d'olive contient des composés phénoliques simples et complexes qui augmentent
sa stabilité et lui conférent des propriétés antioxydantes et modulent sa saveur [8-9]. Les
composés phénoliques contribuent fortement au go(t piquant, a I'astringence et a
I” amertume des huiles [10].

Les composés phénoliques trouvés dans I'huile d'olive vierge sont: I’Oléuropéin (un
hétérosidique ester dacide éenoléique avec 3,4- dihydroxyphenethylalcohol
(hydroxytyrosol)); le dimethyloléuropéin (acide dérive de |’ oléuropéin); le ligstroside (un
hétérosidique ester d’ acide éenoléique avec 4 hydroxyphenethylalcohol (tyrosol)); I’ acide
caféique [11-12]. La majorité des composés phénoliques existant dans I’huile d'olive
vierge est constituée de tyrosol et d hydroxytyrosol [13]. La Figure II-5 présente les

structures chimiques de quel ques composes phénoliques.

HoCH,OH HaGHOH COOH 0OH
CH;0’ : "OCHa i “OH
H OH

OH OH
tyrossol hydroxytyrosol syringic acid protocatechuic acid

H;C

H
200 : b o
3 —O—E | —CH—CH;
0

Diadehydic from of decarboxymethyl from of

oleuropein aglycone oleuropein aglycone oleuropein
OH
oH
WQ—@ cmio—cm{m{ ;>—0H
H;C—D—E —CH;
Apigenin luteolin

oleurope| n aglycone

Figure IT-5. Sructures chimiques des quel ques composes phénoliques [ 14]
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OCH,

H}

OCH,

. ) . ) ligstroside aglycone
pinoresinol acetoxypinoresinol
=CH—COOH CH=CH~COOH
I
So OH
Caffeic acid o-coumaric acid

Figure II-5. Quite

M. Brenes et a. [15] ont montré que la concentration en hydroxtyrosol diminue rapidement
pendant le chauffage de I'huile d'olive vierge a 180 °C pendant 25 heures, mais en
comparaison avec |’hydroxytyrosol, le tyrosol diminue plus lentement apres une
augmentation de sa concentration pendant les cing premieres heures du chauffage.

M.H. Gordon €t a. [16] ont gouté des antioxydants (hydroxytyrosol, apha-tocophérol et
oléuropéin) al’huile d’ olive, pour étudier leurs activités antioxydantes. Ils ont trouvé que
cette activité est plus grande pour I’ hydroxytyrosol que pour I’ apha—tocophéral, |’ activité
antioxydante de ce dernier étant plus grande que pour |’ ol éuropéin.

M. Nissiotis et a. [17] ont montré que I” hydroxytyrosol est le premier antioxydant qui se
dégrade dans I’ huile d'olive vierge pendant le chauffage a 100 °C, que le tyrosol est un
composant phénolique stable dans cette huile au cours du chauffage, et que I’apha—
tocophérol commence a se dégrader une fois que la concentration d hydroxytyrosol a

diminué significativement.

3.1.3. Lestocophérols

La vitamine E ou tocophérol (Figure I1-6) est une vitamine liposoluble. Elle est reconnue
comme étant essentiellement un antioxydant. Les tocophérols sont constitués d'un noyau
chromanol et d'une chaine latérale saturée & 16 atomes de carbone. L’a pha-tocophérol

représente a lui seul 90% de la totalité des tocophérols [18]. Cependant, on trouve
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également un peu de beta- et gamma-tocophérols, aors que le delta-tocophérol n’est

présent qu’al’ éat de traces[19].

CH CHy
Rz © CHW

HO

R1 R2 R3
Alpha-tocophérol CH3 CH3 CH3
Beta-tocophérol CH3 H CHs
Gamma-tocophérol H CH3 CH3
Delta-tocophérol H H CH3

Figure II-6. Sructure des tocophérols

L’ alpha-tocophérol est en effet connu pour étre |’ antioxydant lipophile le plus puissant
pour limiter le processus d oxydation radicalaire. 1l est auss |’antioxydant le plus
important dans les LDL et pourrait donc jouer un role clé en inhibant leur oxydation. Une
fois oxydé, I’ alpha-tocophérol peut étre régénéré par I’ acide ascorbique (vitamine C) ou
I"ubiquinol [20]. En plus de leur activité antioxydante, les tocophérols ont été associés a
un ralentissement de la propagation cellulaire, de I’ agrégation plaguettaire et de |’ adhésion

des monocytes dans les vai sseaux sanguins.

3.1.4 L es composes aromatiques

Les composés aromatiques sont des molécules de faible poids moléculaire possédant une
volatilité a température ambiante. Ce sont les hydrocarbures, les alcools, les aldéhydes, les
esters, les phénols et les dérivés phénoliques, les terpénes oxygénés, et les dérivés du
furfuranne. lls ne sont pas tous odorants: |’hexane, I'octane et quelques dérivés du
furfuranne sont inodores, d'autres, a la concentration trouvée dans |'huile dolive,

n’ apportent qu’ une contribution minime ala saveur.
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H5C AT T R
Hexanal
H3C /W OH
3-hexen-1-ol

O

H3C wCHZ

1-penten-3-one

Hye™ X0

2-hexenal

HBCWOH

Hexanol

HaC OH

3-methylbutanol

Figure II-7. Sructure chimique des composés volatiles majoritaires
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1. Introduction

L’ huile d’ olive est une huile aux qualités nutritionnelles reconnues. Cela est en partie, di a
la nature des graisses gqu’'elle contient [1]. Les graisses de I'huile d olive sont de type
saturées, mono-insaturées et poly-insaturées. Les lipides sont formés de bonnes graisses et
de mauvaises graisses, les mauvaises graisses sont celles qui ont un mauvais impact sur la
santé humaine, ces graisses sont associées aux acides gras de type trans. Les acides gras
mono-insaturés ont un impact modéré sur le mauvais cholestérol, mais jouent un réle plutét

protecteur contre les maladies cardiovasculaires[2].

Cependant, I'huile d'olive contient dautres ééments bénéfiques a la santé les
polyphénols. Ces composes font partie de la famille des antioxydants, et permettent de
lutter contre les radicaux libres aux effets néfastes: agressions des cellules, modification de
I”ADN, oxydation du cholestérol [3]. L huile d’ olive est riche en polyphénals, elle contient
al moins une vingtaine de composés phénoliques [4]. Mais deux seulement sont réellement
absorbés par I'organisme: |’ hydroxytyrosol et le tyrosol (Figure III-1) [5]. Une éude
européenne - Eurolive - a montré que la consommation d une huile d olive riche en
polyphénols avait un impact favorable sur les risques cardiovasculaires. Ce régime
méditerranéen permettait d’ augmenter le bon cholestérol (HDL) et de baisser le mauvais
cholestérol (LDL) [2].

Notamment, les composés phénoliques dans I'huile d'olive, sont responsables de son godt
piquant particulier et aussi de sa grande stabilité. Parmi les différents phénols contenus
dans I'huile dolive, citons I"hydroxytyrosol et le tyrosol [7]. Ces deux molécules
retiennent particulierement I'attention, elles sont largement étudiées en raison de leur
grande utilisation dans le domaine pharmaceutique (les traitements cardiovasculaires, les
traitements contre le vieillissement, ...). La recherche dans ce domaine a débuté dans les
années 90, au moment ou les chercheurs ont isolé | hydroxytyrosol et le tyrosol purs de
I"huile d’olive extra vierge, en utilisant la chromatographie en phase liquide (HPLC de

I” acronyme anglais High Pression Liquid Chromatography).

Ce travail est une éude théorique, utilisant les méthodes de la chimie quantique (chapitre
[) qui permettent d' éudier aussi bien la structure, la spectroscopie et la réactivité des
mol écules, les composés étudiés étant Nous le tyrosol et I' hydroxytyrosol. La vérification
de I’ &ats stationnaires est possible grace a un calcul vibrationnel de fréguences (pour un

minimum, toutes les fréquences doivent étre positives).Tous les calculs théoriques ont été
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effectués en utilisant le programme Gaussian03 [10], le logiciel de visualisation des
différentes structures éant Molden, la méthode adéquate a I’ é&tude des molécules dont le
nombre d' atomes dépasse quatre, est la DFT [11,12]. Nous avons effectué les calculs en
utilisant les fonctionnelles B3LYP [13] et PBEO [14] et des bases de plus en plus
étendues dlant de la 6-31G* a la 6-311+G*. La spectroscopie RMN a été utilisee pour
déterminer les déplacements chimiques statiques de différents atomes en utilisant
I"approche GIAO [15]. Les données théoriques, aussi bien structurales que
spectroscopiques, ont été validées par les éudes expérimentales faites antérieurement
[16,17,23].

2. Etude structurale et spectroscopie RMN du **C pour letyrosol
2.1. Etude structurale

2.1.1. Etudedela surface d’énergie potentielle

Pour une molécule a plusieurs degrés de liberté, la surface d’énergie potentielle est une
hypersurface présentant plusieurs minima et maxima. Les maxima correspondent aux états
de transition et les minima correspondent aux différentes géométries d'équilibre ou
conformations de la molécule. Le plus bas des minima s appelle minimum global et
représente la conformation la plus stable. Nous présentons dans cette partie la démarche
suivie lors de la recherche des conformations relatives ala molécule de tyrosol (Figure III-
1).

Figure III-1. Structure du tyrosol
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Dans un premier lieu, nous avons fait une rotation de |’ hydroxyle autour de liaison C4-O4

pour faire varier I’

angle de torsion © (H404C4C3) d'un angle alant de 0° jusqu’a 180°,

avec un pas de 10°. La Figure III-2 montre deux minima possibles et un éat de transition,

la plus stable des conformations est A1 pour laguelle t=0°. Quant a la conformation A2
obtenue at=180°, elle est décal ée énergétiquement de A1 par AE=1.35 kcal/mol.

Energie (Hartree)

-458.752 —

-458.754 —

-458.756 —
A2

-458.758 - Al

rrr—Tr 1T 1T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
H404C4C3

Figure III-2. Barriere énergétique (en Hartree)
relative a la variation de la torsion  (H404C4C3)

Les structures des deux conformations A1 et A2 sont représentées sur la Figure I11-3.

(A1) (A2)

Figure I11-3. Confor mations optimisées du tyrosol

Dans un deuxieme lieu, nous allons effectuer une rotation de I” hydroxyle autour de liaison

C8-08, pour les deux conformeres A1l et A2, en faisant varier I’angle de torsion t’

(C7C808H8). La surface d’ énergie potentielle obtenue est représentée sur la Figure 111-4,

elle montre I’ existence d’ un minimum a 170° pour le conformere A1, le plus stable.
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-461.312 —
—o—Al

—o-
-461.314 — A2

-461.316 —|

-461.318 —

Energie (Hartree)

-461.320 —

-461.322 —

rrrrr T Tt Tt T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
C7C808H8

Figure III-4. Barriere énergétique relative a la variation de la torsion

7 (C7CBO8HS8) pour les deux conformeres du tyrosol Al et A2

2.1.2. Etude structurale du tyrosol

Dans nos calculs, nous avons chois la conformation la plus stable A1 du tyrosol afin
d effectuer |’ optimisation de géométrie en utilisant les fonctionnelles hybrides B3LYP et
PBEO. Le cacul dereur di a I'écart entre la valeur théorique et celle expérimentale
permettra de trancher laquelle de ces deux fonctionnelles est la plus adéguate a la
détermination des parametres géométrique du tyrosol. Nous avons choisi d’ utiliser 4 bases
différentes 6-31G*, 6-31+G*, 6-311G* et 6-311+G* &fin de déerminer le melilleur

compromis temps —qualité de calcul en comparant nos résultats avec |’ expérience.
La structure optimisée du tyrosol est représentée sur lafigure I11-1.

Les valeurs calculées, aux différents niveaux de calcul cités auparavant, des différents
parametres géométriques (longueurs de liaison, angles) sont rassemblées dans le Tableau
III-1. Ces grandeurs geomeétriques sont comparées aux seules données expérimentales
existantes, obtenues par diffraction aux rayons X de la molécule de salidroside [16],
mol écule analogue au Tyrosol du fait qu’ elle contient une unité Tyrosol (Figure I11-5).

HO/\/OTO\/\Q
HO“"Y “'OH Z 0H
OH

Figure III-5. Structure de lamolécule de salidroside
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Tableau ITI-1. Résultats de I’ optimisation de structure du tyrosol.

Fonctionnelle

Liaison (A)
C1-C2
c2-C3

C3-C4
C4-C5
C5-C6
C6-C1
Cl1-C7
C7-C8
C8-08

Angle (°)

cgC7C1

cic2cC3

C4C5C6

04 C4C5

C6C1C7

C5C4C3

C2C1C6

c4C3C2

o4c4cC3

C1C6C5

08 C8 C7

Exp
1,386
1,393
1,389
1,378
1,390
1,388
1,513
1,496

1,438

115,6
121,7
120,1
117,4
120,0
119,5
117,6
119,6
1231
121,5

105,8

B3LYP PBEO
6-31G* 6-31+G* 6-311G* 6-311+G* 6-31G* 6-31+G* 6-311G* 6-311+G*
1,399 1,400 1,396 1,396 1,400 1,396 1,399 1,392
1,396 1,398 1,394 1,395 1,387 1,394 1,385 1,391
1,396 1,397 1,394 1,393 1,396 1,393 1,393 1,390
1,399 1,399 1,396 1,395 1,393 1,395 1,391 1,392
1,391 1,393 1,388 1,389 1,392 1,389 1,391 1,389
1,405 1,405 1,403 1,402 1,395 1,401 1,392 1,399
1,514 1,515 1,513 1,513 1,507 1,507 1,505 1,505
1,531 1,531 1,528 1,528 1,523 1,523 1,519 1,519
1,425 1,430 1,426 1,429 1,414 1,418 1,414 1,416
114,5 114,6 114,6 114,6 114,1 114,2 114,2 114,2
121,6 121,6 121,6 121,6 1216 1216 121,6 121,6
1199 119,8 120,0 1199 1200 1199 120,1 120,0
117,6 117,4 117,6 117,5 1176 1175 117,7 117,6
121,4 121,4 121,9 121,4 1214 1214 121,3 121,4
119,6 119,8 119,5 119,7 1196  119,7 119,4 119,6
117,7 117,7 117,7 117,7 117,7 117,7 117,7 117,7
119,7 119,7 119,8 119,7 1198  119,7 119,9 119,8
122,8 122,8 122,9 122,8 1228 1228 122,8 122,8
121,4 121,5 121,4 121,5 1214 1215 121,4 121,4
108,4 108,5 108,4 108,5 108,9 108,4 108,4 108,4
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Concernant les valeurs caculées des longueurs de liaison, en utilisant aussi bien la

fonctionnelle B3LY P et lafonctionnelle PBEO, nous remarquons que:

e L’extension delabase (passage de 6-31G* a 6-311G*) permet de S approcher

de plus en plus des valeurs expé&rimentales. L’ extension de la base par des

orbitales diffuses n’' a pas d’ effets remarquables.

e Lafonctionnelle PBEO donne de meilleures longueurs de liaison comparée ala

fonctionnelle B3LYP.

e Les deux fonctionnelles PBEO et B3LYP fournissent des angles de liaison

anal ogues.

Dans le Tableau I11I-2, nous avons comparé les temps de calcul relatifs al’ optimisation de

géométrie et le calcul de fréquences, dans | e cas de deux fonctionnelles PBEO et B3LY P en

utilisant le lot des quatre bases sél ectionnées auparavant. Nous remarquons qu’il n'y a pas

de différence notable des temps de calcul pour chaque fonctionnelle.

Tableau II1-2. Temps de calcul.

Fonctionnelle B3LYP PBEO

Base 6-31G* 6-31+G* 6-311G* 6-311+G* 6-31G* 6-31+G* 6-311G* 6-311+G*
Temps de 1h28min | 2h53min | 2h 30min | 4h 44min 1h 30min | 2h 51min | 2h 38min | 4h 48min
cacul

Nous représentons dans le Tableau II1-3 les valeurs du calcul des erreurs relatives

produites par I'utilisation des fonctionnelles PBEO et B3LYP, avec les quatre bases

choisies. Cecdcul d’ erreur sefait en utilisant laformul e ci-dessous:

Valg, — Ve |

Val

exp

(I11-1)
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Tableau III-3. Erreur relative (A) en %.

Fonctionnelle B3LYP PBEO

Liaison 6-31G* 6-31+G* 6-311G* 6-311+G* 6-31G* 6-31+G* 6-311G*  6-311+G*

C1-C2 0,94 1,01 0,72 0,72 1,01 0,72 0,94 0,43
c2-C3 0,22 0,36 0,07 0,14 0,43 0,07 0,57 0,14
C3-C4 0,50 0,58 0,36 0,29 0,50 0,29 0,29 0,07
C4-C5 1,52 1,52 1,31 1,23 1,09 1,23 0,94 1,02
C5-C6 0,07 0,22 0,14 0,07 0,14 0,07 0,07 0,07
C6-C1 1,22 1,22 1,08 1,01 0,50 0,94 0,29 0,79
Cl1-C7 0,07 0,13 0,00 0,00 0,40 0,40 0,53 0,53
C7-C8 2,34 2,34 2,14 2,14 1,80 1,80 1,54 154
C8-08 0,90 0,56 0,83 0,63 1,67 1,39 1,67 1,53
Angle
cgC7C1 0,95 0,87 0,87 0,87 1,30 1,21 1,21 1,21
cic2cC3 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
C4C5C6 0,17 0,25 0,08 0,17 0,08 0,17 0,00 0,08
04 C4C5 0,17 0,00 0,17 0,09 0,17 0,09 0,26 0,17
c6C1C7 1,17 1,17 1,58 1,17 1,17 1,17 1,08 1,17
C5C4C3 0,08 0,25 0,00 0,17 0,08 0,17 0,08 0,08
C2C1C6 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09
c4C3C2 0,08 0,08 0,17 0,08 0,17 0,08 0,25 0,17
o4c4cC3 0,24 0,24 0,16 0,24 0,24 0,24 0,24 0,24
C1C6C5 0,08 0,00 0,08 0,00 0,08 0,00 0,08 0,08
08 C8C7 2,46 2,55 2,46 2,55 2,93 2,46 2,46 2,46
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Les résultats du tableau I11-3 conduisent aux déductions suivantes :

e Dans le cas de la fonctionnelle B3LYP, I'intervale d’ erreur relative ne dépasse
pas 2.55 % dans le cas des bases augmentées par les orbitales diffuses, celui-ci
atteint 2.46% pour les bases 6-311G* et 6-31G*. On peut facilement conclure qu'’il

n'y apas de différence notable.

e Lafonctionnelle PBEO donne une gamme d’ erreurs relatives comprise entre 2.93%
et 2.46 %, la plus grande déviation est observée avec la base 6-31G*. Nous ne
constatons pas une différence notable entre les résultats structuraux produits par les
deux fonctionnelles, a ce stade du calcul.

Ni lestemps de calcul, ni les erreurs, ni les paramétres structuraux ne different de maniere
appréciable en utilisant la fonctionnelle PBEO ou B3LYP. A ce stade, on ne peut pas
trancher sur la meilleure d’entre elles. Ceci nous conduit a poursuivre |’ étude RMN en
utilisant les deux fonctionnelles.

2.2. Etude RMN du *C

Dans cette partie, les déplacements chimiques relatifs & |a spectroscopie RMN du *C sont
calculés pour le tyrosol par rapport a une molécule de référence: le TMS (tétraméthylsilane
prise au niveau GIAO B3LY P-6311G*(2d,p)).

Les résultats obtenus en utilisant les deux fonctionnelles B3LY P et PBEO avec I’ ensemble
des quatre bases, sont représentés dans le Tableau I11-4. Ces résultats sont comparés a ceux

produits par I’ expérience de la référence [17].

43



I Etude théorique des propriétés structural es, spectroscopie RMN et activité antioxydante du tyrosol et de I'hydroxytyrosol

Tableau ITI-4. Déplacements chimiques (ppm).

Fonctionnelle B3LYP PBEO

Atome Exp 6-31G* 6-31+G* 6-311G* 6-311+G* 6-31G* 6-31+G* 6-311G* 6-311+G*
C1 1294 118,0 120,1 137,2 138,2 1130 1149 129,3 130,3
Cc2 1296 115,6 115,9 1315 132,4 112,1  117,6 125,6 126,5
C3 1149 98,3 99,1 1124 113,8 94,4 98,0 106,4 107,7
c4 155,4 139,3 141,7 161,3 161,7 1348 1364 1531 153,6
Cc7 38,2 30,8 32,4 39,5 39,9 25,2 26,7 329 33,3

C8 625 574 59,0 68,1 68,3 51,5 52,7 60,2 60,3

A partir des comparaisons expérimentales et théoriques faites au tableau ci-dessus, nous

pouvons conclure que:
e Un bon accord entre lathéorie et I expérience est observé.

e Plus on se déplace dans le cycle aromatique (sguelette carboné), plus les
déplacements augmentent, vu qu’il y a une croissance du nombre de carbones
Voisins.

e Dans le cas de la fonctionnelle PBEQ, |’extension de la base donne un meilleur
accord avec les résultats expérimentaux et I’augmentation de la base par les
fonctions diffuses n’améliore pas les résultats de calcul et ne peut qu’ augmenter le

temps relatif acescalculs.

Nous avons calculé les erreurs relatives en utilisant trois criteres: le MAD (Déviation
moyenne absolue de I’anglais Mean Absolute Deviation), RMS (I’ écart type Root Mean
Square) et le coefficient de corrélation R [18] pour les deux fonctionnelles et les quatre

bases.
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N
MAD :i
N

; (exp) — 6, (cal) (111-2)

i=1

32 (exp) 4 (e

RMS = N (11-3)
zN:( (exp) — ) (6 cal ) — ))
R= —— = = - (111-4)
\/2(5 exp exp ) Z( ca] 1))

Ces trois grandeurs statistiques vont nous renseigner sur la validité de la fonctionnelle
utilisée dans nos calculs et la base les plus adéquates. Plus les valeurs du MAD et du RMS
sont faibles, meilleures sont la fonctionnelle et la base, et une valeur proche de 1 pour le

coefficient de corrédation (R) indique une bonne qualité du calcul.

Tableau III-5. Erreurs calculées

Base MAD RMS R

B3LYP PBEO B3LYP PBEO B3LYP PBEO
6-31G* 11,8 16,5 12,5 16,9 0,998074 0,998082
6-31+G* 10,3 14,0 11,2 14,3 0,997377 0,997659
6-311G* 4,2 3,7 4,8 4,6 0,996762 0,998139
6-311+G* 4.4 33 52 4,0 0,992895 0,993184

Les résultats du calcul d’ erreur sont reportés dans | e tableau I11-5 et montrent que:

o Lesbases 6-311G* et 6-311+G* et lafonctionnelle PBEO sont les plus appropriées
pour cette éude.
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3. Etude structurale et spectroscopie RMN du *3C pour I’ hydroxytyrosol
3.1. Etude structurale

3.1.1. Etude dela surface d’énergie potentielle

La figure ci-dessous représente |’ hydroxytyrosol, la surface d' énergie potentielle relative a
cette molécule a été déterminée en faisant une rotation du groupement hydroxyle autour
desliaisons O3C3 et O4C4 et en faisant varier les deux angles de torsions 11(H303C3C4)
et 1o(H404C4C3) de 0° & 180°.

Figure III-6. Structure de I’ hydroxytyrosol

En partant par exemple de la géométrie représentée dans la Figure II1-7 qu’on a désignée
par B1 et en faisant varier t; de 0° a 180°, on aboutit a la géométrie TS1. De la géométrie
B1, on fait varier 1, de 0° a 180° afin d’aboutir a la géométrie B2. En partant de la
géomeétrie B2 nous pouvons également faire varier t; de 0° a 180° pour arriver a la

géométrie B3.
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Bl B3
T1
T2 ‘
T2
T1
TS2
B2

Figure I11-7. Conformations possibles de I’ hydroxytyrosol

La surface d’ énergie potentielle est représentée sur la Figure 111-8, elle montre I’ existence
detroisminima(B1, B2 et B3) et de deux maxima (TS1 et TS2).

TS2

I -533.546

@
<
0
H B
@
0

P

Erergie (Hurtres )

H303C3C4

-533.544 "o
-533.548
533,55 |

-533.55

Figure ITI-8. Surface d’ énergie potentielle
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Les écarts énergétiques, par rapport a la conformation la plus stable (prise comme
référence énergétique), ainsi que les valeurs des torsions 1; €t 1, de ces cing points de la

surface d’ énergie potentielle, sont reportés dans le tableau 111-6.

Tableau I11-6. Lescing points de la surface d énergie potentielle

Conformer Energie (Hartree) AE (Kcal/mol)

7= 180° : s

BL . w 5335605 0,00
o= ° »

B2 7125883 w 5335494 7,00
‘[2= ° Y o
71=0° A .

B3 | 5335562 2,74
o= 180° °
71=90°

TS1 o ' -533,5329 12,25
T— 90 -
1= 0° i S

TS2 ) W'{ 5335410 17,34
7= 0° )

Le tableau ci-dessus montre que la conformation B1 est la plus basse énergétiquement,
I’ écart entre B1 et B3 est faible (2,74 Kcal/mol) alors que |’ écart entre B1 et B2 est assez
élevé (7 Kcal/mal). Nous pouvons prédire facilement, en utilisant I’ électrostatique, que la
conformation B2 sera la moins stable puisqu’il y a une forte répulsion entre les doublets
libres de I’oxygene. Les conformations B1 et B2 sont stabilisées respectivement par les
liaisons hydrogene entre I’ oxygene 3 et I’ hydrogene 4 et entre I’ oxygeéne 4 et | hydrogene
en position 3. Les conformations B3, TS1 et TS2 sont les moins stables a cause de la
répulsion éectrostatique entre les deux oxygene 3 et 4 (B3), ou entre les hydrogene en
position 3 et 4 (TS2).

La plus grande différence énergétique se situe au niveau du passage de la conformation
TS2 aBL1l. En effet, dans la conformation TS2, les deux hydrogene 3 et 4 étant trés proches,
leur répulsion éectrostatique est trés forte ce qui confére a la quatrieme conformation, la
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mois grande stabilité (état de transition). Le passage de B1 a B3 ne sefait pas directement,
en effet il peut s effectuer en suivant deux cheminements différents: (i) passer de B1 a B2
en variant 1, et puis de B2 a B3 par variation de t1, ou (ii) passer de B1 a TS2 par variation
de 1, et ensuite de TS2 a B3 en variant 11 (Figure 111-7). La surface d’ énergie potentielle est
représentée sur la Figure I11-8, elle montre que TS1 correspond a I’ état de transition du

passage direct de B1 aB3.

Ensuite, nous effectuons une rotation de I’ hydroxyle autour de la liaison C8-O8, pour les
trois conformations en faisant varier I’angle de torsion v (C7C808HS8). La surface
d énergie potentielle est représentée sur la Figure I11-9, elle montre I’ existence de minima a

170° avec B1 pour conformation la plus stable.

-536.528 —| —o-Bl
—e-B2
-536.530 — o B3

-536.532 —
-536.534 —
-536.536 —
-536.538 —
-536.540 —
-536.542 —

Energie (Hartree)

-536.544 —

rrr1r—r 17 T 1T T T1T 7T 1T 71
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
C7C808H8
Figure ITI-9. Barriére énergétique relative a la variation de la torsion 77 (C7C808HS)

pour lestrois conformeres B1, B2 et B3 de |’ hydroxytyrosol.

3.1.2 Etude structurale de I’ hydr oxytyr osol

Nous avons effectué I’ optimisation de géométrie de la conformation la plus stable de
I” hydroxytyrosol (B1). Afin de s assurer que la géométrie obtenue est bien un minimum
dans la courbe d’ énergie potentielle, nous avons fait un calcul de fréquences. Les calculs
DFT sont effectués en utilisant les deux fonctionnelles hybrides B3LYP et PBEO et un
ensemble de quatre bases allant de 6-31G* a 6-3111G*. Les résultats obtenus, relatifs ala
structure de la conformation B1 de I’ hydroxytyrosol, sont reportés dans le tableau 111-7 et

comparés a ceux obtenus par diffraction aux rayons X de lamolécule de Salidroside [16].
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Tableau II1-7. Résultats de |’ optimisation de géométrie de |” hydroxytyrosol.

Fonctionnelle

Liaison(A)
Cl-C2
c2-C3
C3-C4
C4-C5
C5-C6
C6-C1
Ci1-C7
C7-C8
C8-08
Angle(°)
cgcrCl
cicz2C3
C4C5C6
04 C4C5
cecCiLC7
ChC4C3
C2C1C6
c4C3C2
04C4C3
C1C6C5H

08 C8 C7

Exp
1,386
1,393
1,389
1,378
1,390
1,388
1,513
1,496

1,438

115,6
121,7
120,1
117,4
120,0
119,5
117,6
119,6
1231
121,5

105,8

B3LYP PBEO
6-31G* 6-31+G* 6-311G* 6-311+G* 6-31G* 6-31+G* 6-311G*  6-311+G*
1,403 1,404 1,401 1,401 1,399 1,400 1,397 1,397
1,391 1,392 1,388 1,389 1,387 1,389 1,385 1,386
1,403 1,402 1,400 1,398 1,400 1,399 1,397 1,396
1,392 1,394 1,389 1,390 1,389 1,389 1,386 1,386
1,396 1,397 1,394 1,393 1,392 1,393 1,390 1,390
1,401 1,402 1,398 1,399 1,397 1,397 1,394 1,394
1,515 1,515 1,513 1,513 1,507 1,507 1,505 1,505
1,532 1,532 1,528 1,528 1,524 1,523 1,520 1,520
1,424 1,430 1,425 1,428 1,413 1,417 1,413 1,415
114,5 114,6 1147 114,7 114,1 114,2 114,2 114,2
120,9 120,8 120,9 120,9 120,8  120,8 120,9 120,9
120,4 120,3 120,5 120,4 1204 1204 120,6 120,5
120,4 120,1 120,5 120,2 120,6 120,3 120,5 120,4
121,6 121,6 121,6 121,5 118,2 118,2 1215 1215
119,0 119,1 118,9 119,0 1190 1190 118,9 118,9
118,2 118,2 1181 1181 118,2 118,2 118,2 118,2
120,5 120,5 120,5 120,5 1205 120,5 120,5 120,5
120,6 120,9 120,6 120,8 1204  120,6 120,5 120,6
121,0 121,1 121,0 121,0 1210 1210 121,0 121,0
108,4 108,5 108,4 108,5 1084 1084 108,4 108,4
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Concernant les longueurs de liaison calculées en utilisant les fonctionnelles B3LY P et

PBEO, nous remargquons que:
e L’extension de labase se rapproche | e plus des résultats expérimentaux.

e Le rgout des fonctions diffuses n’influence pas trop la structure et présente a

I”inconvénient d’ augmenter considérablement les temps de calcul.

e Leslongueurs de liaison sont mieux représentées par la PBEO alors que les angles
de liaison ont des vaeurs similaires en utilisant I'une ou |'autre des deux

fonctionndlles.

Le pourcentage d erreur relative A, est calculé a partir de I’équation (I1I-1) et est reporté
dans le Tableau III-8.

Les résultats du tableau 111-8 montrent que I’ écart relatif par rapport al’ expérience ne
dépasse pas les 2 .5 % et les valeurs obtenues sont analogues dans le cas des deux

fonctionnelles utilisées, I’ extension de la base n"améliorant pas ces résultats.
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Tableau III-8. Erreur relative (A) en %.

Fonctionnelle B3LYP PBEO
Liaison 6-31G* 6-31+G* 6-311G* 6-311+G* 6-31G*  6-31+G* 6-311G*  6-311+G*
C1-C2 1,23 1,30 1,08 1,08 0,94 1,01 0,79 0,79
c2-C3 0,14 0,07 0,36 0,29 0,43 0,29 0,57 0,50
C3-C4 1,01 0,94 0,79 0,65 0,79 0,72 0,58 0,50
C4-C5 1,02 1,16 0,80 0,87 0,80 0,80 0,58 0,58
C5-C6 0,43 0,50 0,29 0,22 0,15 0,22 0,00 0,00
C6-C1 0,94 1,01 0,72 0,79 0,65 0,65 0,43 0,43
Cl-C7 0,13 0,13 0,00 0,00 0,40 0,40 0,53 0,53
C7-C8 2,41 2,41 2,14 2,14 1,87 1,87 1,60 1,60
C8-08 0,97 0,56 0,90 0,70 1,74 1,46 1,74 1,60
Angle
cgC7C1 0,95 0,87 0,78 0,78 1,30 1,21 1,21 1,21
cic2cC3 0,70 0,72 0,64 0,68 0,70 0,71 0,64 0,67
C4C5C6 0,24 0,19 0,35 0,28 0,26 0,23 0,37 0,31
04C4C5 2,58 2,28 2,62 2,37 2,76 2,51 2,60 2,59
C6C1C7 1,31 1,30 1,30 1,29 1,46 1,49 1,25 1,26
C5C4C3 0,42 0,36 0,51 0,44 0,44 0,39 0,53 0,47
C2C1C6 0,51 0,48 0,45 0,45 0,55 0,52 0,48 0,48
c4C3C2 0,77 0,79 0,78 0,79 0,75 0,77 0,76 0,78
04C4C3 2,05 1,82 2,01 1,84 2,20 2,01 2,15 2,02
C1C6C5 0,37 0,36 0,40 0,38 0,39 0,39 0,43 0,40
08 C8C7 2,49 2,53 2,45 2,52 2,44 2,46 2,43 2,47
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3.2. Etude par spectroscopie RMN du **C
Les déplacements chimiques, par rapport au TMS, sont reportés dans le tableau 111-9 en
considérant les fonctionnelles B3LYP et PBEO et |’ensemble des quatre bases. Les
résultats théoriques ainsi obtenus sont comparés avec les valeurs expérimentales données
par Bernini et a [23].
Tableau II1-9. Déplacements chimiques (ppm) obtenus pour |” hydroxytyrosol.

Fonctionnelle B3LYP PBEO

Atome  Exp 6- 6- 6-

6-31G* 6-31+G* 6-311+G* 6-311G* 6-311+G*
311G* 31G* 31+G*

C1 1306 1172 120,1 136,1 137,3 1122 1147 128,2 129,4

Cc2 1153 99,9 99,8 1134 114,7 95,9 95,8 107,3 108,5

C3 1442 12655  128,6 146,3 146,4 1216 1228 137,9 138,2

C4 1428 1291 130,8 149,2 149,6 1245 1255 141,2 141,7

C5 1160 1020  103,0 117,4 119,0 98,3 99,1 111,3 112,8

C6 1206 1116 113,0 128,2 129,5 107,9 109,3 122,0 123,2

c7 381 310 32,6 39,8 40,1 25,5 27,0 33,2 335

C8 634 57,2 588 67,9 68,0 51,3 524 60,0 60,1
Nous constatons que:

e L’accord entre lathéorie et | expérience est assez bon.

e Lesvaeurs des déplacements chimiques augmentent dans le cycle aromatique vu

I” augmentation du nombre de carbones proches voisins.

e Le rgout des fonctions diffuses n"améliore pas les résultats aussi bien avec la
B3LYP qu avec la PBEO.

e Les déplacements chimiques obtenus avec la fonctionnelle PBEO sont en meilleur

accord avec |’ expérience.
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Comme pour le tyrosol, le calcul d erreur se fait de maniere statistique en calculant le
MAD, le RMS et le coefficient de corrélation R. Les résultats des erreurs calculées sont

reportés dans | e tableau I11-10.

Tableau ITI-10. Paramétres cal cul és.

MAD RMS R
Base B3LYP PBEO B3LYP PBEO B3LYP PBEO
6-31G* 12,0 16,7 12,6 171 0,913619 0,935126
6-31+G* 10,5 15,6 11,3 16,0 0,918479 0,931248
6-311G* 39 4,1 4,5 4,6 0,928764 0,943209
6-311+G* 4.4 3,6 51 4,1 0,928856 0,949543

Ce tableau montre que la fonctionnelle PBEO et la base 6-311+G* sont la plus appropriées
pour cette étude (MAD et RMS les plus faibles accompagnés d un facteur de corrélation
proche de 1).

4. Activité antioxydante

L'activité antioxydante du composé phénolique est mesurée par plusieurs parametres
physico-chimiques: gap (Ecart énergétique HOMO-LUMO), potentiel d'ionisation, affinité
électronique, enthalpie de dissociation de la liaison hydrogéne (de I’acronyme anglais
Bond Dissociation Enthalpy BDE). Dans ce qui suit, nous nous limitons au calcul de la
BDE.

ATO-H  — » ArO+H' (I11-5)

ArO-H est lamolécule initiale, avant labrisure de laliaison OH, ArO et H sont les produits
de laréaction apres le départ de I’ atome d’ hydrogene, la BDE relative a la réaction (111-5)

est calculée comme suit;
BDE =H (ArQO’) + H(H’) - H(ArO-H) (I11-6)

Ou H représente |’ enthal pie de chaque fragment de la réaction.
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Dans la pratique, nous optimisons la molécule ArO-H (tyrosol et hydroxytyrosol) au
niveau de théorie voulu, le méme type d optimisation est effectué par la suite au radical

ArQO’, de cette molécule.

Les calculs ont été effectués en utilisant les deux fonctionnelles B3LYP et PBEO et les
quatre bases allant de la base 6-31G* a la base 6-311+G*. Tous les résultats théoriques
relatifs a ce calcul sont reportés dans le tableau 111-11 et comparés avec la BDE

expérimentale et cal culée, du phénal.

Nous avons reporté dans le tableau 11 les valeurs de la BDE (en Kcal/mol) pour le tyrosol

Tableau III-11. Enthalpie des dissociations cal culées pour le tyrosol et le Phénol
(Kcal/moal).

Base BDE tyrosol BDE phénol ®
B3LYP PBEO B3LYP PBEO
6-31G* 77.52 77,92 75,87 76,18
6-31+G* 77,83 78,67 76,84 77,07
6-311G* 76,67 76,81 75,09 75,08
6-311+G* 76,64 76,77 75,53 75,44

2 les valeurs expérimentales O-H BDE du phénol sont comprises entre 83,3 289,6 Kcal/mol [22].

L'examen des valeurs de ce tableau montre que c'est la fonctionnelle PBEO en base
6-31+G* qui donne pour le phénol la valeur la plus proche de I'expérience. Pour le tyrosol,
la valeur avec cette méme méthode est plus élevée dentre toutes. Donc |’ activité

antioxydante du phénol est mieux prédite par PBE0/6-31+G*.

Les énergies issues des différentes optimisations de geométrie, nous permettent de calculer
la BDE: plus cette BDE est faible, plus il est facile d’arracher I’atome d’hydrogene a
I” hydroxyle choisi.

Nous avons reporté dans le tableau I11-12 les valeurs de la BDE (en Kcal /mol) pour les

hydrogéne des hydroxyles en position 3 et 4 de I’ hydroxytyrosol.
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Tableau ITI-12. Valeurs des énergies O - H BDE calculées pour |” hydroxytyrosol

(Kcal/mal)
BDE O-H,4 BDE O-H;
Base B3LYP PBEO B3LYP PBEO
6-31G* 77,31 77,72 67,14 77,84
6-31+G* 78,28 78,57 78,34 78,63
6-311G* 76,75 76,84 76,82 76,92
6-311+G* 77,18 77,24 77,22 77,29

Nous pouvons conclure que I’ hydrogene le plus facile a arracher est celui qui se trouve en
position 4 pour I’hydroxytyrosol. Les valeurs de la BDE, issues des calculs avec les
différentes méthodes, sont trés proches les unes des autres.

Nous pouvons conclure que I hydroxytyrosol (BDE=78,57 Kcal /moal) est bien plus actif
que le tyrosol (BDE=78,67 Kcal /mol), et cela en raison de I'existence de la liaison

hydrogéne intramol éculaire formée entre I’ hydrogene 4 et I’ oxygene 3.
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5. Conclusion

Dans ce chapitre nous avons réalisé une étude théorique en utilisant la méthode de la
théorie de lafonctionnelle de ladensité (DFT) de deux composés phénoliques antioxydants
présents dans I'huile d’olive: le tyrosol et I’hydroxytyrosol. Une premiére éude de la
surface d'énergie potentielle des deux molécules nous a permis de déerminer la
conformation la plus stable dans chaque cas. La conformation la plus stable a été optimisée
en geométrie et un calcul de fréguence nous a permis de s assurer qu’ elle représente bien
un minimum dans la PES. Nous avons effectué nos calculs en utilisant les deux
fonctionnelles hybrides B3LYP et PBEO et un ensemble de 4 bases de la moins étendue
vers laplus étendue. Les résultats structuraux nous ont permis de savoir si |’extension dela
base a un effet remarquable ou pas sur la structure mais la comparaison avec les résultats
expérimentaux obtenus par diffraction au rayon X montre qu’il est impossible de trancher
sur lameilleure fonctionnelle.

Nous avons également fait des calculs RMN du **C pour les deux molécules et la
comparaison avec |’ expérience montre que lafonctionnelle aretenir est celle PBEO car elle
donne un écart statistique meilleur que laB3LYP.

L’ activité antioxydante du tyrosol et de I’ hydroxytyrosol est mesurée dans ce travail par le
calcul de I’ énergie de dissociation de I’ atome d’ hydrogéne BDE. Les résultats de calcul de
cette activité ont été comparés a ceux expérimentaux du phénol. La bonne fonctionnelle et
la bonne base qui reproduit par le calcul la BDE du phénol est la PBEO/6-31+G*. Cette
base et cette fonctionnelle seraient aors les plus appropriées a une éude compléte de ces

composeés phénoliques.

57



I Etude théorique des propriétés structural es, spectroscopie RMN et activité antioxydante du tyrosol et de I'hydroxytyrosol

Bibliographie

[1] F. Gigon, R. Le Jeune, Huile d'olive, Olea europaea L., Phytothérapie (2010) 8:
129-135.

[2] E. L. Caraafuente ,Les bienfaits de I'huile d'olive, Diabéte et société (2003)
48(4):36-38.

[3] A. Bendini, L. Cerretani , A. Carrasco-Pancorbo , A. M. Gomez-Caravaca , A.
Segura-Carretero , A. Fernandez-Gutiérrez and G. Lercker, Phenolic Molecules in
Virgin Olive Qils: a Survey of Their Sensory Properties, Heath Effects,
Antioxidant Activity and Anaytica Methods. An Overview of the Last
Decade,Molecules (2007) 12:1679-17109.

[4] B. Dimitrios, Sources of natural phenolic antioxidants, Trends in Food Science &
Technology (2006) 17:505-512.

[5] E. Mir6-Casas, M-1. Covas, M. Fit6 , M. Farreé-Albadago, J. Marrugat and R; de
la Torre, Tyrosol and hydroxytyrosol are absorbed from moderate and sustained
doses of virgin olive oil in humans,Clinical Nutrition (2003) 57:186-190

[6] V.R.Gutierrez, R. Puertaand A. Catala, The effect of tyrosol, hydroxytyrosol and
oleuropein on the non-enzymatic lipid peroxidation of rat liver
microsomes,Molecular and Cellular Biochemistry (2001) 217: 35-41.

[7] T. Vassiliki  Papoti, Maria Z. Tsimidou, Looking through the qualities of a
fluorimetric assay for the total phenolcontent estimation in virgin olive oil, olive
fruit or leaf polar extract,Food Chemistry (2009)112 : 246-252.

[8] C. Giovannini et al., Tyrosol, the maor olive oil, protects against oxidized-LDL -
induced injury in cacao-2 cells, Journal of Nutrition (1999)129: 1269-1277.

[9] H. Chimia, J. Cillardb, P. Cillardband M. Rahmanib, Peroxyl and Hydroxyl Radical
Scavenging Activity of Some Natural Phenolic Antioxidants, Journal of the

58



I Etude théorique des propriétés structural es, spectroscopie RMN et activité antioxydante du tyrosol et de I'hydroxytyrosol

American Oil Chemists Society, (1991) 68 (5): 307-312,

[10] Gaussian 03, Revision B.02,

M. J. Frisch, G. W. Trucks, H. B. Schlegel, G. E. Scuseria,

M. A. Robb, J. R. Cheeseman, J. A. Montgomery, Jr., T. Vreven,
K. N. Kudin, J. C. Burant, J. M. Millam, S. S. lyengar, J. Tomasi,
V. Barone, B. Mennucci, M. Cossi, G. Scalmani, N. Rega,

G. A. Petersson, H. Nakatsuji, M. Hada, M. Ehara, K. Toyota,

R. Fukuda, J. Hasegawa, M. Ishida, T. Nakajima, Y. Honda, O. Kitao,
H. Nakai, M. Klene, X. Li, J. E. Knox, H. P. Hratchian, J. B. Cross,
C. Adamo, J. Jaramillo, R. Gomperts, R. E. Stratmann, O. Y azyev,
A. J. Austin, R. Cammi, C. Pomélli, J. W. Ochterski, P. Y. Ayala,
K. Morokuma, G. A. Voth, P. Salvador, J. J. Dannenberg,

V. G. Zakrzewski, S. Dapprich, A. D. Daniels, M. C. Strain,

O. Farkas, D. K. Malick, A. D. Rabuck, K. Raghavachari,

J. B. Foresman, J. V. Ortiz, Q. Cui, A. G. Baboul, S. Clifford,

J. Cioslowski, B. B. Stefanov, G. Liu, A. Liashenko, P. Piskorz,

|. Komaromi, R. L. Martin, D. J. Fox, T. Keith, M. A. Al-Laham,
C. Y. Peng, A. Nanayakkara, M. Challacombe, P. M. W. Gill,

B. Johnson, W. Chen, M. W. Wong, C. Gonzalez, and J. A. Pople,

Gaussian, Inc., Pittsburgh PA, 2003.

[11] J. P. Perdew, A. Ruzsinszky, L. A. Constantin, J. Sun, and G. |. Csonka, Some
Fundamental Issues in Ground-State Density Functional Theory: A Guide for the

Perplexed, Journal of Chemical Theory and Computation, (2009) 5 (4): 902_908,

[12] S. F. Sousa, P. A. Fernandes, and M. J. Ramos, General Performance of Density
Functionals, Journal of Physical Chemistry A,(2007) 111:10439-10452,

[13] A. D. Becke. Density-functiona thermochemistry. I11. the réle of exact exchange. J.
Chem. Phys., (1993) 98 :5648-5652,.

59



I Etude théorique des propriétés structural es, spectroscopie RMN et activité antioxydante du tyrosol et de I'hydroxytyrosol

[14] J. P. Perdew, K. Burke, and M. Ernzerhof. Generalized gradient approximation
made simple [phys. rev. Lett. 77, 3865 (1996)]. Phys. Rev. Lett., 78(7) :1396, Feb
1997

[15] M.R. Belmecheri Thése de Magister, Alger, (1998)

[16] Peizhong Yu, Changgi Hu, EdwardJ. Meehan, Liging Chen, X-Ray Crysta
Structure and Antioxidant Activity of Salidroside, a Phenylethanoid Glycoside,
Chemistry and Biodiversity , (2007) 4:508-513

[17] R. Mateos, M. Trujillo, G. Pereira-Caro, A. Madrona, A. Cert and J. L. Espartero,
New Lipophilic Tyrosyl Esters. Comparative Antioxidant Evauation with
Hydroxytyrosyl Esters, J Agric Food Chem, (2008) 56:10960,

[18] Xin-Fang Su, Hong Zhang,Ju-Xiang Shao and Hai-Ying Wu, Theoretical study on
the structure and properties of crenulatin molecule in herb Rhodiola crenulata, J
Mol Sruct (Theochem) ,(2007) 847:59 67.

[19] Min-Jie Li, Le Liu, Yao Fu , Qing-Xiang Guo, Accurate bond dissociation
enthalpies of popular antioxidants predicted by the ONIOM-G3B3 method, Journal
of Molecular Sructure: THEOCHEM (2007) 815: 1-9.

[20] N. Nenadis, L. Wang, M. Z. Tsimidou, and H. Zhang , Radical Scavenging
Potential of Phenolic Compounds Encountered in O. europaea Products as
Indicated by Encountered in O. europaea Products as Indicated by Calculation of
Bond Dissociation Enthalpy and lonization Potential Values, J. Agric. Food Chem.
(2005) 53:295-299.

[21] M. Leopoldini, T. Marino, N. Russo,and M. Toscano, Antioxidant Properties of

Phenolic Compounds. H-Atom versus Electron Transfer Mechanism, J. Phys.
Chem. A (2004)108:4916-4922.

60



I Etude théorique des propriétés structural es, spectroscopie RMN et activité antioxydante du tyrosol et de I'hydroxytyrosol

[22] Gino A.Dilabio et d,J chem Phys Lette ,(2005) 406 :300

[23] R. Bernini, E. Mincione, M. Barontini, and F. Crisante , Convenient Synthesis of
Hydroxytyrosol and Its Lipophilic Derivatives from Tyrosol or Homovanillyl
Alcohol , J. Agric. Food Chem. (2008) 56:8897-8904.

61



Prédiction théorigue du mecanisme
d activité antioxydante

62



v

Prédiction théorique du mécanisme d’ activité antioxydante

1. Introduction

Les radicaux libres sont trés instables, leur durée de vie est généralement trés courte (10™
secondes). Leur réactivité réside dans la recherche d’un éectron afin de ré-apparier leur
électron cdlibataire; elle entraine la propagation du phénomene par création d’ un nouveau
radical. Toute substance capable de capter I'éectron célibataire d’un radical libre sans
donner elle méme un produit radicalaire est définie comme un piégeur de radicaux libres.
Ces piégeurs se caractérisent par leur affinité élevée pour les radicaux libres et leur

spécificité pour certains d*entre eux [1].

Il existe des « piégeurs occasionnels » de radicaux libres. Ce sont des molécules endogenes
qui captent les électrons célibataires aux dépens de leur propre intégrité, comme par
exemple les acides gras insaturés, les fonctions thiols de protéines, I'ADN et les acides
aminés phénoliques. Les autres principaux piégeurs de radicaux libres, sont les chélateurs

du fer et du cuivre et les antioxydants comme le tyrosol et | hydroxytyrosol [2-3].

Dans ce chapitre, nous avons étudié I’ interaction du tyrosol et de |’ hydroxytyrosol avec les
espéeces radicalaires de I’ oxygene ‘OH et O,[4]. Pour cela, nous avons démontré au cours
de ce travail que la structure influence particulierement la réactivité, le transfert de proton
ou de I'électron ..., etc. L’ étude structurale nécessitant un temps de calcul excessivement

long, a été complétée par une étude énergétique (BDE) et par celle des orbitales frontiéeres.
2. L’interaction du radical hydroxyle avec letyrosol et I’ hydroxytyr osol

2.1. Mécanisme et site d’attaque probables

Apresle choix justifié de lafonctionnelle (PBEO) et de la base (6-31+G*) dans le troisieme
chapitre, nous avons effectué une série de calculs sur d autres parametres du mécanisme
d activité antioxydante de ces composés phénoliques (généralement de type ArOH),

qui sont représentés dans lafigure IV-1[5].

Le but principal de cette partie est de calculer quelques parametres utilisant |’ enthalpie de

réaction liée a I’action antioxydante de ces trois mécanismes pour les deux molécules
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(tyrosol et I’hydroxytyrosol) puis de chercher le processus et le site d’attaque les plus
probables.

—> ArQ-H*
IP/ \DE
[ \

)
ArO-H BDE ArO

& JE
> ArO-

Figure lV-1. Mécanismes d’ activité antioxydante [5]

Ces parametres sont notés comme sulit :

Transfert d'éectron suivi d'un transfert de proton (Single-Electron Transfer — Proton
Transfer (SET-PT)) :

ArOH —» ArOH" + €
ArOH"” — ArO’'+H"

A cet effet, nous avons calculé le potentiel dionisation (IP) et I'enthalpie de dissociation
protonique (PDE), a partir des équations suivantes:

IP — potential d’ionisation,
IP= H(ArOH**) - H(ArOH)

PDE — enthal pie de dissociation de proton,
PDE = H(ArO") + H(H") - H(ArOH™)

e Récemment, un autre mécanisme pouvant se produire a alors étée établi. Il s agit

du transfert de proton suivi par un transfert d éectron (Sequential Proton Loss
Electron Transfer (SPLET)) :
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ArOH — ArO +H*

ArO > ArO’ +¢e

Nous avons calculé le PA et I'ETE comme suit :

PA — affinité protonique de |’ ion phenoxide
PA=H(ArO) + H(H+) - H(ArOH)

ETE — enthalpie de transfert d’ é ectron,
ETE = H(ArO") + H(€) - H(ArO)

AVEC:

H(ArOH) : Enthalpie delamolécule neutre
H(ArO") : Enthalpie du radical

H(ArOH™) : Enthalpie du cation radical
H(ArO) : Enthalpie deI’anion

H(e) : Enthalpie de I’ électron

H(H) : Enthalpie du proton

L’enthalpie du proton, H (H"), étant de 1.482 Kca/mol, et celle de I’éectron 0.752
Kcal/mol [6].

Nous avons reporté dans le tableau 1V-1, les valeurs des grandeurs HAT, SPLET et SETPT
(en Kcal/mal), pour les hydrogenes des hydroxyles en position 4 (TyO4-H4) et 8 (TyO8-
H8) pour le tyrosol et les hydrogéenes des hydroxyles en position 3 (HtyO3-H3), 4 (HtyO4-
H4) et 8 (HtyO8-H8) pour I’ hydroxytyrosol. Nous rappelons que ces calculs sont effectués
au niveau PBEO/6-31+G*.
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Tableau 1V-1. IP, PDE, PA, ETE et BDE (Kca/mol) calculés pour le tyrosol et
I” hydroxytyrosol

SETPT SPLET HAT

IP PDE PA ETE IP+PDE PA+ETE BDE
TyO4-H4 179,13 212,28 336,09 54,59 391,41 390,68 78,67
TyO8-H8 179,13 230,22 364,14 44,48 409,35 408,62 96,15
HtyO3-H3 171,82 220,01 325,29 65,80 391,83 391,10 78,63
HtyO4-H4 171,82 219,94 340,47 50,57 391,77 391,04 78,57
HtyO8-H8 171,82 235,90 363,65 43,34 407,72 406,99 94,52

A partir des résultats obtenus, nous constatons que:

e Les enthalpies obtenues pour ces trois mécanismes HAT, SETPT, et SPLET
confirment que le HAT est le processus le plus probable a se produire puisgu'il
nécessite, relativement aux autres mécanismes, une valeur d enthalpie trées faible
pour produire le radical phénolique ArO".

e Nous pouvons conclure que |’ hydrogene le plus facile a arracher est cdlui qui se
trouve en position 4, pour les deux molécules (tyrosol et hydroxytyrosol).

2.2. Etude structurale

Nous présentons ci-dessous, les résultats de calculs théoriques relatifs a I’interaction du
radical hydroxyle avec le tyrosol ains qu'avec | hydroxytyrosol. Nous rappelons que ces
caculs sont effectués en utilisant la DFT au niveau PBEOQ/6-31+G*. Nous pouvons
également déterminer la nature du processus impliqué dans cette interaction (transfert de
proton, transfert d’'électron ou transfert d atome d hydrogene) par identification des

fragments issus de ces réactions.
L’identification de ces fragments de réaction se fait par une éude de I’ orbitale moléculaire

occupée par I'éectron célibataire, la SOMO (Single Occupied Molecular Orbital) en

|'occurence.
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La figure IV-2 représente la démarche de l'interaction entre le tyrosol (R=H) et
I" hydroxytyrosol (R=0OH), avec leradical hydroxyle.

R OH ‘R OH N
_OH + DA/ ‘ + HO
/” > J

OH o

Figure I V-2. Interaction entre nos deux molécules et le radical hydroxyle

Les PESs (figures IV-3a et 1V-3b) sont représentées ci-dessous. La PES a été définie par
deux coordonnées internes. Il existe deux chemins d énergie minimum pour relier le
réactant et le produit. Les coordonnées de réaction associées sont notées O4-H4 et C4- -O,
(Or: I'oxygéne du radical hydroxyle).

[ -611.56
[ -536.50

[ -611.58 r -536.52

-536.50
r -536.54

F -611.60
< . 53652 -

-611.58 .
I 53656

r-611.62
-536.54

-611.60 r -536.58

r-611.64 -536.56

r -536.60
-611.62

-536.58 -

-611.64 -536.60 1

1.0 1.2 14
(8)AE,=0,95 Kcal /mol (b) AE.=1,34K cal/mol

FigureV-3. Projection d’ une surface d’ énergie potentielle a trois dimensions
(a) PESdel” hydroxytyrosol (b) PESdu tyrosol.

Sur la figure 1V-4, nous représentons les geométries des produits, optimisees au niveau

PBEOQ/6-311G*, suite a I'interaction de I'hydroxyle ‘OH avec |I'hydroxytyrosol et le
tyrosol.

67



v

Prédiction théorique du mécanisme d’ activité antioxydante

Figure I V-4. Sructures géométriques des produits, optimisées au niveau PBE0Q/6-311G*.

Les valeurs des longueurs de liaison et de I’ angle de liaison, en absence et en présence du
radical, sont représentées dans tableau V-2 pour les deux molécules, la position de

I attague radicalaire étant du coté de |’ hydrogene du site O4.

En présence de I’ hydroxyle, des variations significatives sont observées au voisinage de la
perturbation. Citons, par exemple, la liaison C3-C4 qui s allonge, de méme que la liaison
C4-C5, au dépend de la liaison C4-O4 qui se rétrécit fortement de 0,111A dans le cas de
I” hydroxytyrosol et de 0,107A dans le cas du tyrosol, en tendant & acquérir le caractére
d une double liaison (dél ocalisation des é ectrons ).

Des différences notables sont remarquées au niveau de I’angle de liaison O4C4C4 qui
s ouvre de 3° aprés I'interaction du tyrosol avec le radical hydroxyle ‘OH, ce qui entraine
une fermeture de 2° de I’angle de liaison C5C4C3. De plus, nous remarquons que |I'angle
de liaison C404H4, s ouvre de 3°.

Un comportement analogue est observé dans le cas de I'interaction de | hydroxytyrosol

avec le radical hydroxyle ‘OH qui méne a une ouverture de 13° pour I’angle C404H4.
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Tableau 1V-2. Vaeurs calculées au niveau UPBEQ/6-311G*, des paramétres de liaison.

Hydroxytyrosol

Tyrosol  avec

Liaison Exp"’ Hydroxytyrosol ee OH Tyrosol o
Cl-C2 1,386 1,397 1,396 1,399 1,410
C2-C3 1,393 1,385 1,384 1,385 1,371
C3-C4 1,389 1,397 1,461 1,393 1,446
C4-C5 1,378 1,386 1,441 1,391 1,445
C5-C6 1,390 1,390 1,365 1,391 1,368
C6-C1 1,388 1,394 1,419 1,392 1,415
Cl-C7 1,513 1,505 1,500 1,505 1,498
C7-C8 1,496 1,520 1,522 1,519 1,523
C8- 08 1,438 1,413 1,411 1,414 1411
04 - H4 - 0,963 2,057 0,960 1,252
0O3-H3 - 0,959 0,962 - -

08 -H8 - 0,959 0,959 0,959 0,959
C4-04 1.354 1.243 1.359 1.252
Angle

C8C7C1 115,6 114,2 113,9 114,2 113,55
CilC2C3 121,7 120,9 121,0 121,6 1215
C4 C5C6 120,1 120,6 121,9 120,1 1211
04C4C5 1174 120,5 123,2 117,7 121,1
Co6 C1C7 120,0 1215 120,4 121,3 120,5
C5C4C3 1195 118,9 115,8 1194 1171
C2Cl1Co6 117,6 118,2 119,3 117,7 119,0
C4C3C2 119,6 120,5 1211 119,9 1204
04C4C3 1231 120,5 123,2 1228 121,8
C1C6C5 1215 121,0 121,0 1214 120,9
08 C8 C7 105,8 108,4 108,2 108,4 108,1
C4 04 H4 - 107,9 121,3 109,3 112,7
C3 03 H3 - 110,2 111,2 - -
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2.3. Etude énergétique

Nous nous sommes proposées ensuite, de calculer les enthalpies des réactions des deux
molécules antioxydantes (Tyrosol et Hydroxytyrosol) avec le radical hydroxyle ‘OH. Les
résultats obtenus sont reportés dans le tableau 1V-3.

L’évolution de I'énergie correspondante, au cours du mecanisme réactionnel pour la
formation des systemes Hty-O+H,0 et Ty-O+H,0, est représentée graphiquement sur les
Figures1V-5 et IV-6.

Tableau 1V-3. Enthapie (en Hartree) calculée dans le cas de la réaction de

I” hydroxytyrosol et du tyrosol avec ‘OH

Hydroxytyrosol Enthalpie Tyrosol Enthalpie

H -(hty-O+H,0) -611,564231 H -(ty-O+H,0) -536,407414
H (hty-OH) -535,852009 H (ty-OH) -460,692605
H (OH) -75,652932 H (OH) -75,652932

Nous utilisons les données de tableau 1V-3 pour calculer |’ enthalpie de dissociation de
I"hydrogene (BDE) dans le cas de I'hydroxytyrosol et du tyrosol, suite a |'attague du
radical hydroxyle par les deux molécules antioxydantes.

Pour |" hydroxytyrosol :
Hty-OH + OH —» (Hty-O+H,0)

BDE = H ‘(Hty-O+H,0) — H (Hty-OH) —H ('OH) = 37,21 Kcal/mol

Pour le tyrosol :
Ty-OH + OH — (Ty-O+H,0)

BDE = H (Ty-O+H,0) — H (Ty-OH) —H (OH) = 38,83 Kca/mol
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Le AH de réaction est négatif, du fait que I’ enthalpie des produits est plus petite que celle
du réactif, il s'agit donc d une réaction exothermique. L’ énergie dégagée par la formation
de la liaison Orahica-H4 dans le produit est supérieure a |’ énergie requise pour briser la
liaison O4-H4 dans |e réactif.

Par ailleurs, sa faible valeur de AH;gciion NOUS indique que |I"hydroxytyrosol est la plus
active des deux molécules antioxydante, il en résulte que le produit (Hty-O+H,0) est
stabilisé par la formation, au maximum, de trois liaisons hydrogéne, contrairement au
tyrosol, pour lequel, il existe une seule possibilité de formation de liaison hydrogene. Nos

calculs sont, par conséguent, en parfait accord avec I’ expérience [8].

De plus, la valeur du BDE de I hydroxytyrosol est plus faible que celle du tyrosol, ce qui
implique que I’ hydrogeéne le plus simple a arracher est celui qui se trouve en position 4,
dans I’ hydroxytyrosol. Ce résultat montre bien que I’ existence du deuxieme groupement

hydroxyle augmente I’ activité antioxydante de I hydroxytyrosol .

Energie ( Kcal/mol)

AH,=-67,62 Kcal/mol

FigurelV-5. Evolution de |’ énergie au cours du mécanisme réactionnel éudié pour la
formation de Hty-O+H,0
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Energie ( Kcal/mol)

AH,=-30.27 Kcal/mol

FigurelV- 6. Evaluation de |’ énergie au cours du mécanisme réactionnel étudié pour la

formation de Ty-O+H,0

2.4. Etude du mécanisme de piégeage du radical hydroxyle

Dans cette partie, nous hous sommes proposées de déterminer la nature du mécanisme de
piégeage du radical hydroxyle par le tyrosol et I hydroxytyrosol.
Pour cela, nous effectuons d’une une part, une analyse de charges et d’ autre part, une

analyse de I’ orbitale moléculaire (SOMO), occupée par |e seul électron célibataire.

2.4.1. Analyse de charges

Dans le tableau V-4, nous avons reporté les charges de Mulliken des fragments Ar-O et
H,O, calculées pour I'hydroxytyrosol et le tyrosol. Nous remarquons que les deux
complexes (Ar-O,H,0) ains formés, portent la charge 0.

Tableau 1V-4. Somme des charges de Mulliken pour les deux fragments Ar-O et H,O

Somme des char ges (ua) Ar-O H.O
Hydr oxytyr osol 0,040 -0,040
Tyrosol 0,004 -0,004
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2.4.2. Analyse del’orbitale frontiere SOMO

La figure IV-7 montre la répartition de la SOMO caculée lors de I'interaction de
I hydroxyle ‘OH avec | hydroxytyrosol et le tyrosol. L’ examen de cette figure montre que
c'est le fragment Ar-O qui est de nature radicalaire.

FigurelV-7. Répartition de la SOMO dans I’ hydroxytyrosol et |e tyrosol
en présence de ‘OH, au niveau UPBEQ/6-311G*

A partir de ces deux répartitions (de charges et d’ orbitale frontiere SOMO), nous pouvons
conclure gue dans le cas des deux molécules antioxydantes (tyrosol et hydroxytyrosol) et
apres abstraction de I’ hydrogene par I’ hydroxyle, les produits obtenus sont le radical ArO
et la molécule H,O. Ces résultats montrent que le mécanisme mis en jeu lors de
I"interaction du tyrosol et de I’ hydroxytyrosol avec le radical hydroxyle ‘OH, est celui d’un
transfert d’ atome hydrogene.

Laréaction s écrit alors comme suit, lors de |’ attague du radical hydroxyle:

ArOH +'OH — ArO’ + H,0O

ArOH étant I” hydroxytyrosol ou le tyrosol.
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3. Interaction du radical anion superoxyde avec I’ hydr oxytyrosol et le tyrosol

Dans cette partie, nous nous intéressons a I’interaction du radical anion superoxyde O;~
avec les molécules antioxydantes (Hydroxytyrosol et Tyrosol). De méme que pour le
radical hydroxyle, une étude structurale ains qu’ une étude énergétique seront menées. La
nature du mécanisme réactionnel le plus probable sera ensuite, élucidée.

3.1. Etude structurale

Nous présentons ci-dessous, les calculs théoriques relatifs a I’ interaction du radical anion
superoxyde avec le tyrosol ainsi que | hydroxytyrosol. Nous rappel ons que ces calculs sont
effectués en utilisant la méthode DFT au niveau PBEQ/6-31+G*. Nous pouvons égal ement
déterminer la nature du processus impliqué dans cette interaction (transfert de proton,
transfert d’électron ou transfert d’atome d’hydrogéne) par identification des fragments
issus de ces réactions. Celle-ci, se faisant par une étude des charges et par celle de la nature

de I’ orbitale moléculaire (SOMO) occupée par |’ électron célibataire.

La figure 1V-8 représente le mécanisme d'interaction du tyrosol (R= H) et de

I” hydroxytyrosol (R=0OH) avec le radical anion superoxyde O,".

R OH "R OH
OH o’

Figure I V-8.Interaction entre les deux molécul es anti oxydantes et leradical anion

superoxyde

Les PESs (figure 1V-9a et 1V-9b) sont représentées ci-dessous. Elles sont définies par deux
coordonneées internes. Il existe deux chemins d’ énergie minimale pour relier le réactant et
le produit. Les coordonnées de réaction associées sont respectivement notées O4-H4 et C4-
OA4.
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Figure1V-9. Projection d’ une surface d’ énergie potentielle & trois dimensions
(a) PESde I’ hydroxytyrosol (b) PES du tyrosol

Sur la figure 1V-10, nous représentons les géomeétries des produits, optimisées au niveau

PBE0/6-311G* suite a I’interaction du radical anion superoxyde avec | hydroxytyrosol et

le tyrosol.

Figure 1V-10. Structures des produits, optimisees au niveau UPBEO/6-311G*
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Les valeurs des longueurs de liaison et de I’ angle de liaison, en absence et en présence du
radical, sont représentées dans le tableau 1V-5 pour les deux molécules, la position de

I attague radicalaire se trouve préférentiellement du coté de I’ hydrogeéne 4.

En présence du radical anion superoxyde, il a été remarqué gque la liaison C3-C4 s’ allonge,
de méme que la liaison C4-C5, au dépend de la liaison C4-O4 qui se raccourcit de 0,08A
dans le cas de I’ hydroxytyrosol et de 0,07A dans le cas du tyrosol. Comme pour I’ attaque

du radical hydroxyle, cette liaison C-O tend a acquérir le caractére d’ une double liaison.

Quant aux angles de liaison, quelques différences significatives ont été remarquées,
notamment au niveau de I'angle O4C4H4 qui S ouvre de 19°, aprés interaction de
hydroxytyrosol avec O," (12° dans le cas du tyrosol) ce qui entraine une fermeture de 5° de
I"angle de liaison C5C4C3 (4° dans le cas du tyrosol).

Il est également remarqué que |’ angle CBO8H8 se referme de 3° pour les deux mol écules.
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Tableau | V-5. Paramétres de liaison, calcul és au niveau UPBEQ/6-311G*

Liaison Exp!” Hydroxytyrosol Hydrox;ityrosol Tyrosol Tyr_osol e
avec Oy ()}
C1l-C2 1,386 1,397 1,406 1,399 1,401
C2-C3 1,393 1,385 1,380 1,385 1,382
C3-C4 1,389 1,397 1,439 1,393 1,427
C4-C5 1,378 1,386 1,418 1,391 1,423
C5-C6 1,390 1,390 1,392 1,391 1,386
C6-C1 1,388 1,394 1,394 1,392 1,401
Cl1-C7 1,513 1,505 1,503 1,505 1,504
C7-C8 1,496 1,520 1,529 1,519 1,529
C8- 08 1,438 1,413 1,408 1,414 1,409
O4-H4 - 0,963 1,504 0,960 1,410
O3-H3 - 0,959 0,960 -
08 - H8 - 0,959 0,968 0,959 0,967
C4-04 1.354 1,274 1.359 1,285
Angle
C8C7C1 115,6 114,2 111,9 114,2 1119
cicz2C3 121,7 120,9 122,2 121,6 1224
C4 C5Co6 120,1 120,6 123,3 120,1 1221
04 C4C5 1174 120,5 123,2 117,7 121,2
C6 C1C7 120,0 1215 122,0 121,3 121,6
C5C4C3 1195 118,9 113,9 1194 115,2
C2C1Co6 117,6 118,2 116,6 117,7 116,5
C4C3C2 119,6 120,5 1224 119,9 121,7
04C4C3 1231 120,5 122,9 1228 123,6
C1C6C5 1215 121,0 121,6 1214 116,5
08 C8C7 105,8 108,4 111,8 108,4 112,0
C4 04 H4 - 107,9 127.,0 109,3 121,7
C3 03 H3 - 110,2 108,2 - -
C8 08 H8 - 108,8 105,7 108,9 105,7
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3.2. Etude énergétique

Les enthalpies calculées au niveau UPBEO/6-311G*, pour les deux molécules
antioxydantes sont reportées dans le tableau IV -6.

Les données de ce tableau sont utilisées pour le calcul de I’enthalpie de dissociation de
I hydrogene (BDE) dans le cas de hydroxytyrosol et du tyrosol, suite al’ attaque du radical

anion superoxyde.

Tableau | V-6. Enthalpie calculée dans |e cas de |’ attaque de I hydroxytyrosol et du tyrosol

par O,” (en Hartree).

Hydroxytyrosol Enthalpie Tyrosol Enthalpie

H (Hty-O--- HO,) -686.115150 H (Ty-O--- HOy) -610.966374
H (hty-OH) -535,852009 H (ty-OH) -460,692605
H (0,") -149.744901 H (0, -149.744901

Pour |" hydroxytyrosol :
Hty-OH + Oy — (Hty-O--- HO,)’

BDE = H ‘(Hty-O--- HO,)" — H (Hty-OH) —H (O,") = 325,20 Kcal/mol

Pour le tyrosol :
Ty-OH + O;” —» (Ty-O--- HOy)

BDE = H (Ty-O--- HO,) —H (Ty-OH) — H (O;") = 331,87 Kcal/mol

La valeur du BDE de |I"hydroxytyrosol est moins importante que celle du tyrosol. Ce
résultat confirme bien que, dans le cas de I’ hydroxytyrosol, I’ hydrogéne situé en position 4
est plus facile a arracher. De méme que dans le mécanisme d attaque par le radical

hydroxyle, la présence d’ un second hydroxyle, exalte I’ activité antioxydante.

En conclusion, nous attestons que la nature du radical qui attague joue un role important.
Une attaque par le radical anion (ici le superoxyde) pourrait étre différente de celle d’un
radical non chargé (hydroxyle). Des changements considérables ont éé générés lors du
calcul des BDE quand |’ attaque se fait par le radical ‘OH.
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3.3. Etude du mécanisme de piégeage du radical anion super oxyde

Dans cette partie, la nature du mécanisme de piégeage du radical anion superoxyde par le
tyrosol et |I"hydroxytyrosol, est a élucider. A cet effet, deux éudes supplémentaires sont
réalisées: Il sagit d'une premiére analyse de charges de Mulliken et d'une seconde
analyse de I’orbitale moléculaire SOMO, occupée par |'unique éectron célibataire du

radical anion superoxyde.

3.3.1. Analyse de charges

Dans le tableau V-7, nous avons reporté les charges de Mulliken des fragments Ar-O et
HO, calculées pour I’ hydroxytyrosol et pour le tyrosol. Les résultats obtenus montrent que
la charge -1, initialement portée par le radical anion superoxyde, se retrouve actuellement
répartie, en mgjorité, sur le fragment Ar-O apres détachement de I’ hydrogene, aussi bien de

I” hydroxytyrosol que du tyrosol.

Tableau 1V-7. Somme des charges de Mulliken pour les deux fragments Ar-O et HO,

Somme des char ges (ua) Ar-O HO,
Hydr oxytyr osol -0,850 -0,150
Tyrosol -0,841 -0,159

3.3.2. Analyse del’orbitale frontiere SOMO
La figure 1V-11 montre la répartition de la SOMO aprés réaction avec le radical anion

superoxyde. Nous constatons que le radical anion superoxyde garde sa nature radicalaire
aussi bien al’issue de son attaque sur I’ hydroxytyrosol qu’acelle du tyrosol.
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‘«' 4*43
R
9

Figure I V-11. Répartition de la SOMO dans |” hydroxytyrosol et le tyrosol
en présence de O;", au niveau UPBEQ/6-311G*

A partir de ces deux répartitions (charges de Mulliken et SOMO), nous pouvons conclure
gue dans les deux antioxydants et aprés abstraction de I’hydrogéne par le radical anion
superoxyde, les produits obtenus sont I'anion Ar-O et le radical ‘O,H. Ces résultats
montrent que le mécanisme impliqué lors de I'interaction des deux antioxydants avec le

radical anion superoxyde est un transfert de proton, contrairement a celui observé dans le

cas del’interaction avec le radical hydroxyle, et ou un atome d’ hydrogene a été transféré.

Laréaction d’ attague avec le radical anion superoxyde est alors:

ArOH + O —» ArO + HOy

ArOH étant I” hydroxytyrosol ou le tyrosol.
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4. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons mené une étude prédictive théorique du mécanisme d’ activité
antioxydante des deux molécules antioxydantes (Hydroxytyrosol et Tyrosol). Pour cela,
NOuS avons pris en considération trois mécanismes potentiels. Le premier sert a calculer le
BDE, le second est a deux parameétres (1P et PDE), tout comme le troisieme (PA et ETE).
Les résultats obtenus au niveau UPBEQ/6-31+G*, montrent que le mécanisme le plus
favorable est celui d’un transfert d’ atome hydrogene (HAT), du fait qu’il met en jeu laplus
basse énergie et que le site préférentiel d attaque est I'hydrogene de I'hydroxyle du
groupement O4H.

Ces études préliminaires nous ont donc permis d’ étudier I’interaction de I’ hydroxytyrosol
et celle du tyrosol avec les espéces réactives radicalaires de I’oxygene (OH et O,7) en
considérant des approches du radical vers des sites d' attague potentiellement intéressants.
Les résultats générés ont montré que ce mécanisme de piegeage du radical change en
fonction de la nature du radical. Il s'agissait donc d’un transfert de proton dans le cas du
radical anion superoxyde et d'un transfert d’atome d’ hydrogene dans le cas du radical

hydroxyle.
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Conclusion générale

L’ objectif de ce travail est I’ éude de I'activité antioxydante de composes phénoliques de
I"huile d'olive tels que le tyrosol et I'hydroxytyrosol. L’ étude a été réalisée au moyen des
méthodes DFT/PBEQ avec une base éendue de fonctions (6-31G augmentée de fonctions
diffuses et de fonctions de polarisation dont les paramétres ont été déterminés pour
reproduire au mieux les polarisabilités é ectriques de molécules modéles) .

Une étude théorique, des propriétés structurales, spectroscopiques du tyrosol et de
I'hydroxytyrosol, nous a permis de dégager la meilleure fonctionnelle a utiliser dans le
cadre de la méthode DFT ainsi que la meilleure base de fonctions a utiliser dans une telle
étude. Il en ressort que la fonctionnelle PBEO est plus appropriée que la fonctionnelle
B3LYP et la base 6-311G* est suffisante pour une estimation correcte des longueurs de

liaison, des angles et des déplacements chimiques du carbone 13.

Aprés un choix justifié de la fonctionnelle et de la base de fonctions, nous nous sommes
intéressées a I'étude de I'activité antioxydante de deux antioxydants de |” huile d'olive. Nos
résultats confirment les études de la littérature faites sur les deux molécules et montrent
que l'activité antioxydante de |’hydroxytyrosol est bien plus importante que celle du
tyrosol. Nous concluons gque pour I'activité antioxydante du tyrosol et de I hydroxytyrosol,
la méthode la plus appropriée serait la PBEO/6-31+G* sur une géomeétrie optimisee en
PBEQ/6-311G*.

Nous avons ensuite effectué une analyse théorigue des mécanismes de deux réactions les
plus importantes dans I’huile d olive, a savoir: Le mécanisme de piégeage du radical
hydroxyle, et du radical anion superoxyde, par |'antioxydant. Cette étude présente deux

caractéristiques principales:

e FElleaété effectuée a un haut niveau de théorie DFT.

o Elleaééréalisée surlesdeux systémes de tyrosol et de |’ hydroxytyrosol.

Les résultats que nous avons obtenus viennent compléter les données expérimentales et

contribuent a une description cohérente et détaillée des processus d’ oxydation.
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Les réactions traitées dans cette derniere partie, sont complexes et délicates, a cause de la
participation d éats éectroniques peu stables. Cependant, la comparaison entre les
parametres physico-chimiques calculés ici et ceux déterminés expérimentalement
(lorsgu’ils existent) montre un accord trés satisfaisant. Cela congtitue une preuve de
I” efficacité des méthodes DFT utilisées, et de leur pouvoir de prédiction.
Néanmoins, beaucoup de choses restent a faire dans ce domaine. Nous envisageons donc
de poursuivre ce travail en examinant de prés les aspects suivants:

e L’évolution du pouvoir antioxydant en fonction du radical et de I’ antioxydant.

e Ladétermination des mécanismes antioxydants, menés avec d’ autres ROS: CH30r,

NO-, HOO-...

e Laprise en compte du solvant.
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Résumé

L'hydroxytyrosol et le tyrosol (Figure 1) sont des antioxydants phénoliques existant dans une
variété de sources naturelles. La principale source dans |'aimentation humaine est I'huile
d'olive. Ces deux molécules retiennent particulierement |'attention car elles sont largement
utilisées dans le domaine pharmaceutique (ex: les traitements cardiovasculaire et |e traitement

contre le vieillissement) du fait qu’ elles possedent des propriétés antioxydantes.

R =H, tyrosol
R = OH, hydroxytyrosol

Figure 1. Structure de I'hydroxytyrosol et du tyrosol
Les propriétés structurales, spectroscopiques et I'activité antioxydante du tyrosol et de
I'hydroxytyrosol sont étudiées dans ce travail; ensuite nous avons étudié la réaction

d’ oxydation des antioxydants par le radical superoxyde et par le radica hydroxyle.

Motsclé: tyrosol, hydroxytyrosol, activité antioxydante, DFT.



Abstract

Hydroxytyrosol and tyrosol (Scheme 1) are phenolic antioxidants that exist in a variety of
natural sources. The main source in human diet is olive oil. These two molecules are
particularly interesting, and they are widely used in the pharmaceutical field (e.g. the
cardiovascular treatment and treatment against aging) because they are good scavengers of
reactive Oxygen Species (ROS) like hydroxyl ((OH) and superoxide ('O) radicals.

R = H. tyrosol
R = OH, hydroxytyrosol

Scheme 1: Hydroxytyrosol and Tyrosol structures

The structural, spectroscopic and antioxidant activity of tyrosol and hydroxytyrosol are

studied in this work, and then we studied the oxidation reaction with the superoxide and the
hydroxyl radicals.

Keywords: tyrosol, hydroxytyrosol, antioxidant activity, DFT.



