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Résumé

Résumé
Dans ce travail, la chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC UV-
visible) ; a éte utilisée pour l'analyse des interactions possibles dans le méthanol pur entre un
prooxydant " (Z) stilbéne " et la quercétine étant un antioxydant puissant, dans des
conditions de phase inverse, a température de 25 °C et en régime isocratique. Les parametres
suivants ont été pris en compte pour les analyses effectuées: Le temps de rétention,
I'amplitude et les spectres UV des pics.

La différence entre les divers paramétres étudiés dans le mélange par rapport aux

réactifs purs affirme la formation de nouveaux composés (complexes).

Une isomérisation probable d'une partie du (Z) stilbéne en (E) explique l'apparition de

deux pics dans le chromatogramme du mélange.

L'étude paramétrique qui a été effectuée pour montrer l'effet de la concentration, de

la température et du temps sur le melange réactionnel indique que:

- Les deux composés obtenus sont stables au cours du temps (réaction spontanée).
- L'élévation de la température de la colonne réduit le temps de rétention du pic majoritaire.
- Les intensités des pics obtenus sont directement proportionnelles avec I'augmentation de la

concentration.

On outre I'étude théorique de l'activité antioxydante de la quercétine montre que
la position 4'-OH de la quercétine présente la plus faible valeur de BDE (341,05718 KJ/mol)
et de PDE (055,717 KJ/mol), c’est donc le premier site réactif.

Mots clés: HPLC-UV-DAD, polyphénols, prooxydant, antioxydant, isomérisation, stilbene,

quercétine, interactions.



Abstract

Abstract

In this work, high performance liquid chromatography (HPLC UV- visible); was used
for the analysis of the possible interactions in pure methanol between a prooxidant "(Z)
stilbene” and quercetin as a powerful antioxidant, under reverse phase conditions, at a
temperature of 25 ° C and in an isocratic mode. The following parameters were considered for
the trials carried out: The retention time, the amplitude and the UV spectra of the peaks.

The difference between the various parameters studied in the mixture compared to the

pure reagents affirms the formation of new compounds (complex).

A probable isomerization of a part of (Z) stilbene to (E) explains the appearance of

two peaks in the chromatogram of the mixture.

The parametric study which was carried out to show the effect of concentration,

temperature and time on the reaction mixture indicates that:
- The two compounds obtained are stable over time (spontaneous reaction).
- Raising the temperature of the column reduces the retention time of the predominant peak.

- The amplitude of the peaks obtained are directly proportional with the increase in

concentration.

In addition, the theoretical study of the antioxidant activity of quercetin shows that the
4'-OH position of quercetin has the lowest value of BDE (dissociation enthalpie of bonds) and

of PDE (dissociation enthalpy of proton), it is therefore the first responsive site.

Key words: HPLC-UV-DAD, polyphenols, prooxidant, antioxidant, isomerization, stilbene,

quercetin, interactions.
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Les polyphénols forment une vaste famille de métabolites secondaires naturels
constituée de plusieurs milliers de molécules. Les flavonoides constituent la plus importante
catégorie de polyphénols, des molécules trés réputées pour leurs vertus antioxydantes. Ils
entrent dans la composition des produits de consommation les plus courants, en particulier les
fruits et légumes mais également les produits transformés comme le chocolat et le thé. Leur
étude connait un regain d'intérét depuis qu'on leur préte, notamment, des propriétés

anticancéreuses mais aussi des effets dans le domaine cardiovasculaire.

En effet les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres générés par le stress
oxydant. Leur propriété anti radicalaire est étroitement liée a leur structure, en particulier au

phénomene de résonance électronique stabilisant exercé par les noyaux aromatiques.

Le mécanisme principal de piégeage des radicaux libres par les polyphénols se fait par
le transfert de I’atome d’hydrogene (H-atom transfer ou HAT). Le radical libre est réduit par

transfert de I’atome d’hydrogéne de I’antioxydant (ArO-H) vers le radical (R").
ArO-H + R" >—— ArO" + RH

Le radical ArO" ainsi formé sera stabilisé d'abord par délocalisation des électrons T,
puis par un nouveau transfert d’atome d’hydrogéne conduisant a la formation de quinone ou

par réaction avec un autre radical libre [01].

La quercétine (Q) est un flavonoide de type flavonol présent chez les plantes comme
métabolite secondaire. Comme tous les flavonoides, la quercétine (Q) est
un antioxydant reconnu. Elle permet de lutter contre le stress oxydatif qui est le résultat d’un
déséquilibre de la balance entre les especes oxydantes et les systémes de défense
(antioxydants), avec comme conséquence, I’apparition de dégats souvent irréversibles pour la
cellule. L'antioxydant peut donc, prévenir la synthese de radicaux libres en inhibant

I’initiation des chaines réactionnelles.

Le stilbéne (S), dont il existe deux formes [trans-1,2-diphényléthyléne ((E)-stilbene)
et cis-1,2-diphényléthyléne ((2)-stilbene)), est un hydrocarbure aromatique de formule Ci4H12.
Ce dernier est utilisé comme luminophore et comme scintillateur. Il est principalement utilisé
dans la production de colorants et d’azurants optiques. Etant le moins stable pour cause

de génes stériques et présentant un point de fusion compris entre 5 °C et 6 °C [02], sous


https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrocarbure_aromatique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Carbone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Encombrement_st%C3%A9rique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Point_de_fusion
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certaines conditions (lumiére et air), le stilbéne caractérisé aussi par l'absence des
groupements hydroxyles et la forte réactivité de son pont éthyléne (délocalisation des
électrons & dans la totalité de la molécule) est cependant susceptible de se comporter comme
un agent prooxydant et d’engendrer une altération des protéines, de I’ADN ou encore des

lipides membranaires et des glucides [03].

L’interaction prooxydant-Antioxydant est une notion complexe. Les méthodes
expérimentales peuvent montrer qu'un composé présente ou non une activité antioxydante,
mais sont incapables de montrer quelle partie ou quel site dans les molécules est responsable

de l'action antioxydante.

Aujourd'hui, les méthodes computationnelles telles que la théorie de la densité
fonctionnelle (DFT), appliquée aux études de l'activité antioxydante, ont la caracteristique de
montrer lequel des sites de molécule est le plus responsable de I'activité antioxydante et les

mécanismes de réaction par lesquels les antioxydants peuvent exercer leur activité.

La DFT est une technique de mécanique quantique, elle permet de calculer: I'enthalpie
de la dissociation des liaisons (BDE) et I'enthalpie de dissociation des protons (PDE), qui sont
impligués dans les principaux mécanismes de l'activité antioxydante et de mieux comprendre
la réactivité chimique; c'est-a-dire la plus ou moins grande facilité qu'a une molécule de se

transformer ou de réagir avec d'autres molécules.

Dans ce travail, notre objectif est d'une part, I'étude par chromatographie liquide a
haute performance couplée a un détecteur a barrette de diode; HPLC -UV-DAD, vu qu'elle
est d'une grande précision, fiable et facile a mettre en ceuvre, des interactions entre le 1,2-
diphényléthylene en tant que prooxydant et la quercétine étant un antioxydant et détecter la
formation du complexe (S+Q) en effectuant une étude paramétrique qui illustre I'effet du
temps de la réaction, de la température de la colonne et de la concentration des réactifs sur le
mélange réactionnel et la stabilité du complexe. Et d'autre part, I'étude théorique de I'activité
antioxydante de la quercétine par la méthode DFT en utilisant Gaussian 09. Les parametres
calculés sont: BDE et PDE.

Ce mémoire s’articule autour de quatre chapitres :
- Le premier chapitre consistera a présenter des généralités sur les polyphénols (définition,

classification et propriétés).



Introduction générale

- Le deuxiéme chapitre s’intéressera d'assez prés a la chromatographie liquide a haute
performance.

- Dans le troisiéme chapitre, sera présentée la méthode d’analyse utilisée dans ce travail ainsi
que les modes opératoires mis en ceuvre.

- L'interprétation des différents résultats obtenus sera détaillée dans le quatrieme chapitre.

- Enfin, une conclusion générale acheévera ce travail et portera sur une lecture attentive et

succincte des résultats obtenus et une présentation des perspectives envisagees.
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I.1. Introduction
Ce chapitre consistera en une revue de la littérature concernant les polyphénols, leur
définition, leurs structures chimiques, leur classification, ainsi que leurs effets sur un certain

nombre de pathologies.

1.2. Définition

Les polyphénols sont un groupe bien connu de systémes phénoliques caractérisés par
au moins deux cycles phényle et un ou plusieurs substituants hydroxyle. Cette description
comprend un grand nombre de composés hétérogénes en référence a leur complexité [04, 05].

1.3. Biosynthése des polyphénols
Deux voies principales existent pour la biosynthese des composés polyphénoliques :

e La voie de I'acide shikimique : Qui peut conduire directement a des acides benzoiques
substitués, ou via acide prépheniques a une variété de composes phénylpropane. Il a
été suggére que dans cette voie également, les positions de substitution hydroxyle dans
les molécules elaborées sont fixées par l'orientation des groupes dans lacide

shikimique lui-méme [06].

e La voie de l'acétate : Qui conduit a des cycles aromatiques contenant des groupes

hydroxyles, sur des atomes de carbone alterné tels que le cycle A des flavonoides [06].

I.4. Structures chimiques et classification

Les polyphénols sont des composés naturels synthétisés exclusivement par les plantes,
avec des caracteristiques chimiques liées aux substances phénoliques et de fortes propriétés
antioxydantes. Ces molécules ou classes de substances sont principalement présentes dans les
fruits, les lIégumes, le thé vert et les grains entiers.

Les polyphénols peuvent étre simplement classés en flavonoides et non flavonoides ou
subdivisés en plusieurs sous-classes en fonction du nombre d'unités phénol dans leur structure
moléculaire, leurs groupes substituants et le type de liaison entre unités phénol. Les
polyphénols sont synthétisés par les plantes et largement distribués dans les tissus végétaux,

ou ils existent principalement sous forme de glycosides [07].
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Figure 1.01: Différentes classifications des polyphénols végétaux et des classes polyphénoliques

basées sur le nombre de cycles phénol et leurs éléments structurels [07].

1.4.1. Les composés non flavonoides

Bien que le squelette structural du polyphénol contienne plusieurs groupes hydroxyle

sur des cycles aromatiques, la structure de base des non flavonoides est un seul cycle

aromatique. Les composés non flavonoides comprennent les acides phénoliques, les stilbénes

et les lignines. La classe principale de ce groupe est représentée par les acides phénoliques,

principalement I'acide benzoique et les dérivés de I'acide cinnamique. Ces molécules existent

rarement sous leur forme libre, mais se trouvent le plus souvent en conjugaison avec d'autres
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polyphénols, du glucose, de l'acide quinique ou des composants structurels de la plante
d’origine [05].

1.4.1.1. Les acides phénoliques
Les acides phénoliques sont des composés polyphénoliques non flavonoides qui

peuvent étre divisés en deux types principaux : dérivés d’acide benzoique et dérivés d’acide
cinnamique basés sur les squelettes C1-C6 et C3—C6.

Les acides phénoliques ne peuvent étre libérés ou hydrolysés que par hydrolyse acide
ou alcaline, ou par des enzymes.

A) Acides hydroxybenzoiques C6-C1: Les acides hydroxybenzoiques dérivent par
hydroxylation de I’acide benzoique avec une structure de base de type C6-C1l. Ces

hydroxyles phénoliques OH peuvent ensuite &tre méthylés [08].

OH

Figure 1.02 : Structure des Acides hydroxybenzoiques.

B) Acides hydroxycinnamiques C3-C6 : Les dérivés de I’acide cinnamique, les acides
hydroxycinnamiques ont une structure de base de type C6-C3. lls appartiennent a la

grande famille des phénylpropanoides. Les hydroxyles phénoliques OH de ces dérivés
peuvent aussi étre méthylés (-O-CH3).

OH

Figure 1.03 : Structure des Acides hydroxycinnamiques.

8



Chapitre | : Les polyphénols

1.4.1.2. Les lignines (C6-C3) n

La lignine est un polymére fortement ramifié, formé par trois alcools phénoliques
simples. Les alcools sont oxydés en radicaux libres par une enzyme ubiquiste chez les plantes,
la peroxydase. Les radicaux libres réagissent ensuite spontanément et au hasard pour former
la lignine.

La lignine est localisée dans les parois cellulaires et plus spécialement dans les parois
secondaires des éléments conducteurs, contribuant a la résistance mécanique et a la rigidité
des tiges lignifiées. La lignine est un trés grand polymere, insoluble dans I'eau et dans la
plupart des solvants organiques, et il est donc impossible de I'extraire sans lui faire subir

d'importantes dégradations [09].

Figure 1.04 : Structure d’une lignine.

1.4.1.3. Les stilbenes C6-C2-C6
Les stilbénes sont des composés phénoliques issus du métabolisme secondaire végétal,
et qui dérivent de la voie des phénylpropanoides. Les stilbénes (1,2-diphényléthylene) sont
des composés de deux noyaux phényles reliés entre eux par un double pont éthene pouvant
exister sous deux formes : la forme trans(E) et la forme cis (Z), cette derniére étant obtenue
par photo isomérisation ou par I’action de la chaleur. La forme trans-stilbéne étant la forme la
plus stable et bioactive, elle est retrouvée en général plus abondamment dans les différentes
especes végeétales productrices de stilbenes [10].
Leur solubilité est négligeable dans I’eau et accrue dans la plupart des solvants

organiques.

A) Trans-stilbéne (E): Est un composé organique représenté par la formule développée
condensée CsHsCH = CHCgHs. Classé comme diaryléthene, il comporte un

groupement éthylene central avec un substituant de groupe phényle a chaque extrémité

9
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de la double liaison carbone-carbone. 11 a une stéréochimie (E), ce qui signifie que les
groupes phényle sont situés sur les cotés opposés de la double liaison, a I'opposé de
son isomere géométrique [08].

Figure 1.05 : Trans(E)-stilbéne

B) Cis-stilbene (Z): Liquide huileux, incolore, a odeur de fleurs; il s'isomérise
facilement en forme trans (E), c'est un diaryléthéne, c'est-a-dire un hydrocarbure
constitué d'une double liaison cis éthéne substituée par un groupe phényle sur les deux
atomes de carbone de la double liaison. Le nom stilbéne est dérivé du mot grec stilbos,

qui signifie brillant [08].

Figure 1.06 : Cis (2)-stilbéne.

Les deux formes ont des propriétés chimiques semblables. La double liaison peut
donner lieu a des réactions d'addition. Ainsi, [I'hydrogénation, par action de
I'nydrogene naissant ou de I'nydrogéne en présence de catalyseurs, engendre un dibenzyle.
Les produits d'oxydation dépendent des conditions réactionnelles : a la lumiére et a l'air, on
obtient de l'acide benzoique et des résines ; en présence d'ozone, on obtient du benzaldéhyde.
Le stilbéne peut aussi fixer deux atomes d'un métal monovalent ; les composés obtenus sont
trés réactifs [08].

10
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1.4.2. Les composés flavonoides C6-C3-C6

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques contenant un squelette basique de
diphénylpropane (C6-C3-C6). Plus de 4000 types des flavonoides existent et sont classés dans
les sous-classes de flavonoides ; flavonols, flavan-3-ols (catéchines), isoflavones, flavonoides,
anthocyanes et les chalcones [11].

Les flavonoides se forment dans les plantes a partir des acides aminés aromatiques
phénylalanine et tyrosine, et malonate. La structure de base des flavonoides est le flavane
noyau, qui se compose de 15 atomes de carbone disposés en trois anneaux (C6-C3-C6), qui
sont étiquetes A, B et C. Les différentes classes de flavonoides different par le niveau
d'oxydation et la substitution du cycle C, tandis que les composés individuels au sein d'une
classe different dans le modéle de substitution des cycles A et B [12].
1.4.2.1. Flavonols

Les flavonols sont des flavonoides avec un groupe cétone. Ce sont des blocs de
construction de proanthocyanes. Les flavonols sont présents en abondance dans une variété de
fruits et legumes. Les oignons, le chou frisé, la laitue, les tomates, les pommes, les raisins et
les baies sont de riches sources de flavonols. La consommation de flavonols s‘avere associée a
un large éventail d'avantages pour la santé, notamment un potentiel antioxydant et un risque
réduit de maladie vasculaire. Par rapport aux flavones, les flavonols ont un groupe hydroxyle

en position 3 de Cycle C, qui peut également étre glycosylé [13].

Figure 1.07 : Structure de base des flavonols.

La quercétine ou le quercétol est un composé organique de la famille des flavonoides,
plus précisément du sous-groupe des flavonols. C'est un métabolite secondaire présent dans
certaines plantes. C'est le plus actif des flavonoides. De nombreuses études in vitro ont montré
que le quercétol était un excellent antioxydant. De tous les flavonoides, c¢’est méme le plus

puissant capteur d’especes réactives oxygenees ERO (ou radicaux oxygénés libres) [14].
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OH
OH

HO )

OH
OH O

Figure 1.08 : Structure de la quercétine.

Sa structure particuliére lui confére les caractéristiques les plus souvent mises en avant
dans I’activité d’un flavonoide : le cycle catéchol et I’insaturation en position 2 conjuguée
avec la fonction carbonyle en position 4. De plus elle possede les trois sites de complexation

communément admis pour les flavonoides [14].

1.4.2.2. Flavanones

Ces molécules sont caractérisées par 1’absence de double liaison en 2, 3 et par la
présence d’un centre d’asymétrie en position 2. Chez les flavanones naturelles, le carbone 2
est normalement de configuration S. Elles existent sous forme libre ou sous forme glycosylée.

La principale source des flavanones reste les agrumes qui sont caractérisés par
l'accumulation des montants élevés en ces composés. Les agrumes incluent les oranges
ameres, les citrons, les pamplemousses, les mandarines, les clémentines et les oranges douces.
Parmi les formes libres des flavanones, on cite la naringénine qui est retrouvee dans le
pamplemousse et 1’orange amere. Le plus souvent, les flavanones existent sous forme
glycosylée en position 7, comme L’hespéridine, qui est retrouvée dans le citron, I’orange
douce et la mandarine, et les néohesperidosi des responsables du godt amer du pamplemousse

et de I’orange [15].

3'
> 4
1 ,
, : O .\ 5
2 6"
6 3
: ¢
O

Figure 1.09 : Structure des flavanones.
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1.4.2.3. Flavanols ou flavan-3-ols

Les flavanes-3-ols (parfois appelés flavanols) sont des dérives de flavanes qui
possedent un squelette 2-phényl-3,4-dihydro-2H-chromen-3-ol. Ces composés comprennent
la catéchine, le gallate d'épicatéchine, I'épigallocatéchine, le gallate d'épigallocatéchine, les
proanthocyanidines, les théaflavines, les théarubigines.

Ces molécules sont toujours hydroxylées en C3 et se caractérisent par 1’absence du
groupe carboxyle en C4. Elles sont souvent a I’origine des polyméres flavoniques appelés
proanthocyanidols ou tannins condensés. Les flavan-3-ols sont tres abondant dans les fruits

comme les abricots, les cerises, les raisins, etc.

OH

Figure 1.10 : Structure de base des flavoan-3-ols.

OH O

OH

HO NGRS oH o o
» OH

‘OH o
OH OH
a) b)
Figure 1.11 : Deux exemples des structures chimiques des flavan-3-ols. a) épicatéchin (EC)
b) épigallocatéchin (EGC).

1.4.2.4. Anthocyanes

Les anthocyanes (en grec Anthos signifie fleur, et kyanos signifie bleu) sont des
pigments hydrosolubles présents dans la plupart des especes. Ces pigments sont des dérivés
du cation 2-phénylbenzopyrylium plus communément appelé cation flavylium.

Les anthocyanidines sont les principaux composants des pigments rouges, bleus et
violets de la majorité des pétales de fleurs, fruits et Iégumes et certaines variétés spéciales de

céréales, par exemple le riz noir. Les anthocyanidines dans les plantes existent principalement

13
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sous des formes glycosidiques qui sont communément appelées anthocyanes. La cyanidine, la
delphinine et la pélargonidine sont les anthocyanidines les plus répandues, avec plus de deux
douzaines d'autres anthocyanidines monomeres (un total de 31 anthocyanidines). En fait, 90
% des anthocyanes sont a base de cyanidine, delphinidé et pélargonidine et leurs dérivés
méthylés. On connait au total plus de 500 anthocyanes selon I'hydroxylation modeles de
méthoxylation sur le cycle B et glycosylation avec différentes unités de sucre. La couleur des
anthocyanes dépendent du pH, c'est-a-dire le rouge dans les conditions acides et le bleu dans
les conditions basiques. Cependant, d'autres facteurs tels que le degré d'hydroxylation ou le
schéma de méthylation des cycles aromatiques et la glycosylation motif, c'est-a-dire que le
sucre par rapport au sucre acylé peut également affecter la couleur des composés anthocyanes.

Les anthocyanes sont chimiquement stables dans les solutions acides.

Figure 1.12 : Structure des Anthocyanidines.

1.4.2.5. Isoflavones

Les isoflavones sont considérées comme des dérivés des flavones, elles représentent
une sous-classe importante et trés distinctive des flavonoides. Contrairement a la plupart des
autres flavonoides, les isoflavones sont caractérisées par la présence d’un cycle B fixé a C3
plutét que la position C2. Ils ont une distribution trés limitée dans le regne végétal.

Les isoflavones sont des substances naturelles qui provoquent un certain nombre
d'effets physiologiques sur les organismes vivants. Les substances sont synthétisees dans les
tissus végétaux en tant qu'agents protecteurs contre le stress biotique (c'est-a-dire une
infection bactérienne). Les isoflavones sont également un constituant alimentaire important

dans la nutrition humaine [16].
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Figure 1.13 : Structure des Isoflavones.

I.5. Propriétés des flavonoides
1.5.1. Les propriéteés physico-chimiques
> Les flavonoides (polyphénols) sont des acides faibles (dd aux phénols)
> Les flavonoides sont des solides cristallisés de coloration jaune plus ou
moins intense selon les catégories.
> Les flavonoides en solutions alcalines donnent une coloration jaune qui
disparait par I’ajout d’un acide.
> lls possedent un spectre UV caractéristique au type de noyau ce qui permet

leur identification [17].

1.5.2. Propriétés antiradicalaires

Les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres en formant des radicaux
flavoxyles moins réactifs, cette capacité peut étre expliquée par leur propriété de donation
d’un atome d’hydrogéne a partir de leur groupement hydroxyle selon la réaction représentée

ci-dessous :
ArO-H + R® ->—— ArO" + RH (réaction de piégeage)

Cette réaction de piégeage donne une molécule stable (RH) et un radical flavoxyle
(ArO"), ce dernier va subir un changement de structure par résonance ; redistribution des
électrons impaires sur le noyau aromatique pour donner des molécules de faible réactivité par
rapport aux R ; en outre les radicaux flavoxyles peuvent interagir entre eux pour former des

composés non réactifs.

La propriété antiradicalaire des flavonoides est étroitement liée a leur structure, en
particulier au phénoméne de résonance électronique stabilisant exercé par les noyaux

aromatiques, cette activité nécessite :
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» Structure ortho-dihydroxyphénolique du cycle B (34" dihydroxystructure), cette
structure est importante pour l'activité antiradicalaire des flavonoides possédant un

hétérocycle saturé.

> La double liaison C2-C3 conjuguée avec la fonction 4 oxo qui est responsable de la

délocalisation des électrons, en améliorant ainsi la capacité antiradicalaire.
» Les groupements hydroxyles libres en C3 et C5.

> A titre d'exemple ; la quercétine répond a tous ces critéres nécessaires pour avoir une

activité anti-radicalaire efficace et importante.

1.5.3. Propriétés antivirales
La stratégie de recherche d'un compose antiviral consiste a mesurer la réduction de

I'infection virale des cellules en culture, une substance peut agir a différents niveaux du cycle
viral :

» Au niveau de l'adsorption du virus sur la cellule hote.

» Au niveau de la pénétration du virus dans la cellule hote.

» Au niveau de la réplication du virus et la synthése des protéines virales.

>

Au niveau de l'assemblage et de la sortie du virus hors de la cellule hote.

1.5.4. Propriétés antiallergiques

Les effets antiallergiques des flavonoides sont attribués a leur influence sur la
production de I’histamine. En effet, les flavonoides inhibent les enzymes, telles que I'AMP
cyclique phosphodiestérase et ATPase Ca?* dépendante, responsables de la libération de
I'histamine a partir des monocytes et des basophiles. Par exemple, 'ATPase Ca2* dépendante
dégrade I'ATP produisant ainsi de I'énergie afin de faciliter I'absorption du calcium par les
membranes cellulaires, ce qui favorise la libération de I'histamine stockée dans les vésicules.
En inactivant cette enzyme, la quercétine a montré un potentiel d'action supérieur a celui du
cromoglycate de sodium utilisé comme médicament en empéchant la libération de I'histamine

et d'autres substances endogenes qui causent l'asthme [17].

1.6. Conclusion

Les polyphénols, principalement les flavonoides constituent une vaste famille de
métabolites secondaires naturels constituée de plusieurs milliers de molécules. Leurs
propriétés trés intéressantes et en particulier l'activité antioxydante sont dues essentiellement a

leur structure chimique spécifique.
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Chapitre I1: La chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

I1.1. La théorie de la chromatographie en phase liquide
I1.1.1. Introduction

La chromatographie permet la séparation ou la purification d’un ou de plusieurs
composés d’un mélange en vue de leur identification et de leur quantification. La
chromatographie en phase liquide a permis de réaliser des analyses qui n’étaient auparavant

pas possible avec les techniques sur couche mince ou en phase gazeuse [19].

A Torigine la chromatographie en phase liquide se faisait sur des colonnes en verre.
Le liquide traversait la phase stationnaire par gravité ou sous faible pression. Puis pour
augmenter le débit, des manipulations ont été réalisées sous pression plus forte. C’est ce que
’on a appelé la chromatographie liquide sous haute pression (HPLC). Trés rapidement le P de
pression est devenu le P de performance lorsque I’on a optimisé la technique (diminution de la

taille de particules de la phase stationnaire c’est-a-dire la régularité de cette phase) [21].

11.1.2. Principe

Les composés a séparer (solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce mélange est
introduit dans la phase mobile liquide (éluant). Suivant la nature des molécules, elles
interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé colonne
chromatographique. La phase mobile poussée par une pompe sous haute pression, parcourt le
systéme chromatographique. Le mélange a analyser est injecté puis transporté au travers du
systéme chromatographique. Les composés en solution se répartissent alors suivant leur

affinité entre la phase mobile et la phase stationnaire.

En sortie de colonne grace a un détecteur approprié les différents solutés sont

caractérisés par un pic. L’ensemble des pics enregistrés est appelé chromatogramme [22].

11.1.3. Les différents modes de séparation
Il existe différents modes de séparation en chromatographie en phase liquide :
e L’adsorption.
e Le partage (80 % des séparations).
e L’échange d’ions.

e L’exclusion.

Les trois premiers types utilisent la polarité des solutés pour les séparer [20].
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11.1.3.1. La chromatographie d’adsorption

La chromatographie d’adsorption met en ceuvre des phases stationnaires ayant des
propriétés adsorbants, principalement les gels de silice poreuse et les gels d’alumine. On parle
aussi de chromatographie liquide-solide. La chromatographie liquide d’adsorption s’applique
surtout a la séparation des composeés organiques relativement non polaires, insolubles dans
I’eau et dont les masses molaires sont inférieures a environ 5000 g mol™. Sur ces phases, les

molécules polaires sont souvent adsorbées de fagon irréversible.

Cette technique est utilisée essentiellement pour fractionner les mélanges de composés
présentant des groupements fonctionnels différents et des isoméres de position tels que les

dérivés du benzene substitués en méta et en para [20].

11.1.3.2. La chromatographie de partage

C’est la technique chromatographique la plus utilisée de toutes les méthodes
chromatographiques en phase liquide. Elle met en ceuvre des phases stationnaires greffées. La
séparation des solutés dépend des différences de solubilité des solutés dans la phase mobile, et
des différentes interactions des solutés avec la phase stationnaire (force de Van der Waals,
forces électrostatiques). La phase stationnaire est un liquide immobilisé par greffage sur gel
de silice. La phase mobile est un liquide dont les interactions avec la phase stationnaire

doivent étre faibles, ce qui est obtenu lorsque leurs polarités sont différentes [23].

I1.1.4. Polarité et chromatographie
11.1.4.1. Polarité d’une molécule

La polarit¢ d’une molécule est une notion intrinséque. Certaines molécules étant
dissymétriques, les €lectrons ne sont pas uniformément répartis autour d’elles. De ce fait il
existe un moment dipolaire permanent qui crée un champ électrique local. Ces molécules sont

dites polaires [23].

11.1.4.2. Interactions entre molécules
Dans la nature, les molécules ne sont pas isolées. Entre elles il existe différents types
d’interactions [24] :
e Les interactions diélectriques ou ioniques ;
e Les liaisons " hydrogéne «;

e Les forces de Van Der Waals.
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11.1.4.3. Notion de polarisabilité

Sur certaines molécules isolées qui ne possédent pas de moment dipolaire permanent,
un champ électrique peut créer un champ dipolaire induit, en déformant les orbites
électroniques ou en modifiant la position relative des atomes. Ces molécules sont dites

polarisables [25].

11.1.4.4. Application a la chromatographie

Il existe des échelles de polarité, mais on utilise la notion de polarité comme une
donnée comparative entre molécules. On dit que tel composé est plus polaire ou moins polaire
qu’un autre. De méme on dit que la phase mobile et la phase stationnaire sont polaires, peu
polaires ou apolaires.

Pour qu’il y ait séparation chromatographique de composés, il faut que leurs
molécules interagissent de maniéres differentes avec au moins une des phases (stationnaire et
mobile). Ces phases doivent avoir des polarités différentes. On peut appliquer la regle "qui se
ressemble s’assemble" a I’ensemble soluté - phase stationnaire [26].

e Si la phase stationnaire est polaire, les composés polaires seront plus retenus que les
composes non polaires.

o Si la phase stationnaire est apolaire, les composes apolaires seront plus retenus que les
composes polaires.

v Polarité de phase

A Torigine, les colonnes étaient remplies de silice (phase stationnaire polaire). Elle
doit sa polarité aux groupements silanols Si-OH qui sont polaires. Pour que la séparation soit
efficace, la phase mobile doit alors étre peu polaire. L’ensemble "phase stationnaire polaire et
phase mobile peu polaire” forme la chromatographie a polarité de phase normale.

Par la suite, les particules de silice (support) ont été enrobées de paraffine en C 18
pour faire une phase apolaire. Dans ce cas, pour que la séparation soit efficace, la phase
mobile est polaire (généralement a base d’eau). L’ensemble "phase stationnaire apolaire et
phase mobile polaire™ forme la chromatographie a polarité de phase inversée [19].

v' Composition de la phase mobile

Dans la pratique, chagque séparation nécessite une polarité de la phase mobile qui lui
est propre. Chaque solvant ayant une polarité donnée, on ajuste la polarité globale de la phase
mobile en mélangeant plusieurs solvants miscibles. A cette composition de phase mobile

correspond une force éluant qui caractérise le pouvoir d’entrainer les solutés.
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Chapitre I1: La chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

Il faut ajuster la force éluant en fonction des solutés a separer. Pour cela, on peut
utiliser un solvant pur ou un mélange de solvants : on dit travailler en mode isocratique. Dans
certains cas il est utile de faire varier la force éluant au cours de I’analyse. Si le mélange de
différents solvants varie au cours de la séparation, on réalise alors un gradient d’¢lution, car la
meilleure force éluant pour le début de I’analyse n’est pas forcément adaptée pour une bonne
séparation des solutés sortant en fin de chromatogramme. Ces 2 modes sont utilisés pour des

analyses en chromatographie a polarité de phase normale ou inversée [19].

11.1.5. Notions fondamentales
11.1.5.1. Phases mobiles et stationnaire

La phase stationnaire est un support plus ou moins poreux recouvert d’un gel (liquide
greffé) qui a les propriétés désirées pour retenir les molécules de solutés. La phase mobile ou

éluant est un liquide qui entraine les solutés a travers la colonne [21].

e n e oo ee

Phase stationnaire , )
Wolume mort de la colonne traversée par la phase mohbile

Figure 11.01 : La phase stationnaire et la phase mobile [21].

11.1.5.2. Notion de temps
En chromatographie, le temps est un parameétre important pour ’analyse qualitative

d’un mélange de différents solutés.

F
Waleur de

détection

| \ p temps

Figure 11.02 : La valeur de détection en fonction du temps avec un seul pic [21].
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e 1o est le temps du début de I’injection.

e tm (le temps mort) qui est le temps mis par un composé non retenu par la phase
stationnaire pour traverser la colonne (temps passé dans la phase mobile).

o tr (le temps de rétention) est le temps mis par un soluté pour traverser la colonne.
C’est le temps passé dans la phase stationnaire et dans le volume mort de la colonne.
Ce temps est caractéristique dun soluté dans des conditions d’analyse donnée. La
surface du pic est fonction de la quantité du constituant étudieé.

o Le temps de rétention réduit t'r est le temps passé par un soluté dans la phase

stationnaire, soit :

tr=tr—tm 11.01

Produit

| / non retenu

temps

g r—— -

Inj.

Figure 11.03: Types de temps pour un pic chromatographique [19].

11.1.5.3. Notion de concentration

e Le coefficient de partage K
A un instant donné, le soluté est a la concentration Cr dans la phase mobile et Cs dans

la phase stationnaire. Leur rapport a I’équilibre est appelé coefficient de partage K [19].

K=Cs/ Cn 11.02

Ce coefficient est fonction de 2 types d’affinités :
- Celle entre le soluté et la phase mobile.

- Celle entre le soluté et la phase stationnaire.
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e Le facteur de capacité K’

Le facteur de capacité K’ est le rapport de la quantité d’un soluté dans la phase

stationnaire et dans la phase mobile.

Cex Vs Va

Cmx Vi Vi

11.03

Vs : volume de la phase stationnaire.
Vm : volume de la phase mobile ou volume mort.

K’ est aussi le rapport du temps passé par un soluté dans la phase stationnaire sur le

temps passe par ce méme soluté dans la phase mobile.

11.04

11.1.5.4. Notion d’efficacité
La largeur d’un pic est caractéristique de I’efficacité de la séparation : plus le pic est

fin plus la chromatographie est efficace. L’efficacité est mesurée par :

e Le nombre de plateaux théoriques Nn

2
Hth= 554
2
11.05
tr : temps de rétention.
w12 : largeur du pic & mi-hauteur.
e La hauteur équivalente a un plateau théorique : HEPT, qui est définit comme :
L
HEPT = ——
Hth
11.06
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L : Longueur de la colonne.
N : Nombre de plateaux théoriques.
11.1.5.5. Qualité de la séparation

Supposons un mélange liquide de deux constituants, analysé par chromatographie
liquide. Le schéma ci-dessous représente le chromatogramme correspondant :

A&
Valeur de
détection

temps

In L

Figure 11.04 : La valeur de détection en fonction du temps avec deux pics.

e Lasélectivité (a)
Elle est définie comme le rapport des temps de rétention réduits. o est toujours > 1 car
on choisit t’rg>t’ra.

A et B : Solutés dans le mélange a analyser.

t’?IB
x =
t’?Lf'.
11.07
e Larésolution (R)
Elle quantifie la qualité de la séparation en caractérisant le fait qu’il y ait ou non
chevauchement de 2 pics contigus.
( t IE ~ t r.ﬁ)
E =
11.08
(@ —Dpg)
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oA et moppsont les largeurs des pics des composés A et B respectivement.
R <1 : mauvaise résolution.

1 <R <1,4:résolution acceptable.

1,4 <R <1,6: résolution optimale.

R > 1,6 : résolution trop bonne car le temps d’analyse est allongé.

11.2. Appareillage

En raison de sa polyvalence et du vaste domaine de ses applications, la
chromatographie liquide haute performance (CLHP ou HPLC) est actuellement la plus utilisée
de toutes les techniques de séparation. Le champ d’application de ce type de chromatographie
recouvre une grande partie du domaine de la chromatographie en phase gazeuse auquel
s’ajoute I’analyse [20].

 Des composes thermosensibles ;
 Des composes tres polaires ;

* Ainsi que des composés de masses molaires élevées.

Un appareil d’HPLC comprend différents modules : un réservoir a solvant contenant la
phase mobile, un systéme de pompage permettant d’effectuer des élutions graduées, un

injecteur, une colonne, un détecteur et un systéme d’acquisition de données [27].

Phase Réservoirde
mobile solvant

PR—.

|
| Pompe |—— Gradient

Echantillon Injecteur

Colonne
(Phase stationnaire)

Détecteur ’

]
Enregistreur ]—* Intégrateur

Figure 11.05 : Composition d’une chaine HPLC.
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11.2.1. Réservoir de la phase mobile (solvant)

Le plus souvent ce réservoir est une bouteille en verre dans lequel plonge un tube avec

une extrémité filtrante en téflon. Le dégazage de la phase mobile (solvants) est indispensable

avant de commencer une analyse par HPLC [20].

Tableau 11.01 : Solvants utilisés en HPLC avec degré de polarité approximatif (0 a 10).

Solvants polaires

Solvants de polarité

Solvants de polarité faible

Méthanol (5)

moyenne ou apolaires
Eau (10) Ethanol (4) Biométhane (2)
DMSO (7) Chloroforme (4) Chlorométhane (1)
Acétonitrile (6) Propan-2-ol (4) Cyclohexane (0)
Acide acétique (6) THF (4) Isooctane (0)

Propanol (4)
Fluor benzéne (3)
Chlorure de Méthylene (3)

11.2.2. Pompe

Elle délivre en continu la phase mobile. Elle est définie par la pression qu’elle permet

d’atteindre dans la colonne, son débit, et la stabilité du flux [20].

11.2.3. Injecteur

Le type d’injecteur le plus couramment utilis¢é comporte une vanne a boucle

d’échantillonnage d’une capacité fixe (1, 10, 20, 50 pL...). Cette boucle permet d’introduire

I’échantillon sans modifier la pression dans la colonne [19].

e Vanne a boucle d’échantillonnage

Elle possede 2 positions. La premiére permet le remplissage de la boucle d’injection

de volume fixe (load), la seconde permet la mise en circulation de 1’échantillon dans le

systéeme chromatographique (injecte).

Le remplissage de la boucle d’injection se fait a 1’aide d’une seringue. Actuellement,

les appareils pour HPLC sont munis des auto- échantillonneurs et injecteurs, le volume injecté

est programmé.
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11.2.4. Colonne
En mode analytique, les colonnes en inox ont généralement un diamétre interne

inférieur ou égal a 4,6 mm La longueur est de 5, 10, 15, ou 25 cm. Le remplissage (en silice,
silice greffée ou particules polymériques) a une granulométrie de 3, 5, ou 10 pum ou méme
moins. Si des substances pures doivent étre collectées en fin de chromatogramme des

colonnes de gros diamétre seront nécessaires [20].

INJECTEUR

COLONNE DE GARDE

TUBE CAPILLAIRE

—-— TUBE EN ACIER INOXYDABLE 315

PN (TR
OB ievarrsuras || w (4
.y ey iy

PHASE STATIONNAIRE

AR TURITR RS

=

Al I - FRITTE EN ACIER INOXYDABLE 316
HI = RACCORD SANS VOLUME MORT
£l 2

§ vers Le ceTecTEUR

Figure 11.06 : Quelques types de colonnes pour HPLC [18].

e Lesgels de silice
Excepté quelques nouvelles phases constituées par des polymeres organiques, le gel
de silice est le matériau de base des phases stationnaires des colonnes HPLC [18].
Ce matériau doit étre exempt de tout ion métallique et les grains doivent étre de
dimension réguliéere. Ces gels de silices :
« Sont résistants a la pression (ils résistent a 1’écrasement sous 1000 bars) ;
« ont des surfaces spécifiques de I’ordre de 350 m? g% ;
 comportent des groupements silanols (groupement Si-OH) a leur surface a raison de 5

groupements par pm? environ, ce qui confére au gel de silice ses propriétés polaires.
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e Lesgels de silice greffee
La plupart des silices greffées sont préparées par la réaction d’un organochlorosilane
avec les groupements silanols a la surface du gel de silice. Cette réaction se fait par hydrolyse
dans I’acide chlorhydrique dilué et chaud :

Si»-OH + CI-Si (CH3)2R — Si»-O-Si (CHs) 2R

Ou R est un groupement n-octyle (-CgH17) ou un groupement octadécylique (-CigHs7).
D’autres groupements fonctionnels peuvent étre greffés (amines aliphatiques, éthers, nitriles,
hydrocarbures aromatiques) pour étendre la gamme de polarité des phases stationnaires.

Ces supports chromatographiques sont stables thermiquement et difficilement
hydrolysables dans le domaine de pH compris entre 2 et 7.

11.2.5. Détecteur
Le détecteur suit en continu I’apparition des solutés. Le signal obtenu est enregistré en
fonction du temps. Généralement, on compare le signal obtenu pour la phase mobile et le
soluté a celui de la phase mobile seule. Le détecteur le plus utilisé en HPLC est un
spectrophotométre d’absorption UV-visible (190-600 nm) relié a la sortie de colonne [20].
I1 existe d’autres détecteurs :
o Réfractométre différentiel.
e UV a barrette de diodes.
e Electrochimique.
e Fluor métrigque.
Ainsi, il existe aussi différents types de couplage :
e Spectrométrie infrarouge.
e Spectrométrie de masse.

e Résonance magnétique nucléaire.

11.2.6. Intégrateur

La chromatographie est une méthode de séparation utilisée en vue d’un dosage. Il faut
donc avant tout chercher a séparer correctement les pics avant de les intégrer. Une intégration
consiste a mesurer la surface sous un pic. La détection d’un pic chromatographique par

I’intégrateur, dépend de 2 paramétres :
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v" La largeur attendue des pics.
v’ Le seuil d’intégration (sensibilité).

La largeur de pic est a peu pres prévisible en fonctions de la technique d’analyse et des
conditions opératoires. Elle détermine la fréquence d’échantillonnage du signal. Le pic est
alors découpé en tranches. Le seuil d’intégration est la valeur du signal a partir de laquelle le
calculateur repére un début de pic [19].

111.3. Conclusion
A partir des informations exposées dans ce chapitre, on peut conclure que :

e La chromatographie de partage est la plus usuelle et permet la mise en ccuvre
de deux types de phase stationnaire :

— Une phase stationnaire normale (polaire) : qui nécessite 1’utilisation d’une
phase mobile peu polaire (hydrocarbures).

— Une phase stationnaire inverse ou greffée (non polaire) : qui nécessite
I’utilisation d’une phase mobile polaire (mélange : eau-methanol ; eau-
acetonitrile ; eau-tétrahydrofuranne).

e Dans tout appareil de chromatographie liquide a haute performance, on
retrouvera toujours les éléments de base suivant : réservoir de la phase mobile,

pompe, injecteur, colonne, détecteur et intégrateur.
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I11.1. Introduction

Ce chapitre est consacré a présenter en détail tout le nécessaire pour réaliser la partie
expérimentale et celle théorique de ce travail en I’occurrence : matériel, réactifs, modes
opératoires et méthodes de calcul et d’analyse des interactions entre la quercétine (Q) et le cis-
stilbéne (S).

111.2. Matériels
La conduite de ce travail a nécessité I'utilisation de différents matériels d'importance
variée tels que :
- Verrerie usuelle de laboratoire.
- Balance analytique (sortoniuscp 2245).
- HPLC-DAD du type Agilent, série 1260 Infinity.

I11.3. Solvants et réactifs

Les solvants que nous avons utilises en chromatographie sont de grade HPLC
(Pacétonitrile et le methanol). L’acide trifluoroacétique ajouté a la phase mobile et les
composes purs étudiés (Quercétine et cis-stilbene) sont d'une pureté supérieure a 96 %. L’cau

utilisée est I’eau ultra pure.

111.4. La méthode d’analyse (chromatographie liquide a haute performance couplée a un
détecteur a barrette de diodes « HPLC-UV-DAD »)
111.4.1. Constituants de I’appareil pour HPLC (Agilent, série 1260 Infinity)

Un appareil HPLC-DAD de type Agilent, série 1260 Infinity (Figure 111.01) est muni
d’un réservoir contenant la phase mobile, d'une pompe quaternaire, d’un dégazeur (G1354A),
d’un auto-échantillonneur (G1313A), d’un compartiment de colonne thermostatée (G1316A)
et d’un détecteur a barrette de photodiodes (G1315B). La colonne de type C18 a silice greffée.

Les données ont été analysées en utilisant le logiciel de chromatographie ChemStation.

Les appareils a barrette de diodes donnent la lecture simultanée des intensités
lumineuses sur tout le spectre et permettent 1’obtention de chromatogrammes en trois

dimensions [11].
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Figure 111.01: Appareil HPLC (Agilent série1260 Infinity) utilisé. (Laboratoire de Chimie
Appliquée, Université de Guelma).

I11.5. Propriétés physicochimiques des réactifs

Les structures moléculaires et quelques caractéristiques physicochimiques des réactifs
étudiés (quercétine et cis-stilbéne) sont représentées par les figures (111.02) et (111.03),
respectivement et regroupées dans le tableau (111.01).

2

:{J‘ ? "I\?i

J

Figure 111.02: Structure de la quercétine. Figure 111.03: Structure de cis-stilbéne.

32



Chapitre 111: Matériels et Méthodes

Tableau I111.01: Quelques propriétés physicochimiques des réactifs [02, 37].

Molécule  Formule Masse Solubilité ~ Apparence
brute Molaire
(g/mol)
302,2357 + 0,0148 g/mol  Pratiquement  Jaune,
C 59,61 %, H 3,33 %, insoluble poudre
Quercetine  CisH1007 0 37,06 %, dans l'eau; cristalline
soluble dans
le méthanol
et les
solutions
alcalines
aqueuses
Cis- CiaH12 180,250 Pratiguement  Liquide
stilbéne insoluble
dans l'eau,
soluble dans

I’éthanol et

le méthanol

I11.6. Méthodes de préparation et d'injection des réactifs

Nous avons préparé une solution mére de la quercétine par solubilisation delmg de ce

composeé pur dans 10 ml de méthanol.

La solution mere de stilbéne pur a été préparée a partir de 180 pl de ce dernier dans

1ml de méthanol.

Comme le stilbene est trés visqueux, une dilution a été effectuée en prélevant 10 pl de

la solution mére pour préparer une solution méthanolique de 1000 pl de volume.

Un volume de 01 ul de chaque réactif pur a été injecté en triplicata dans I'HPLC.

Il est a signalé que toutes les solutions obtenues ont été bien conservées dans un

congélateur.
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111.7. Méthodes de préparation et d'injection des mélanges quercétine-stilbéne

Les interactions entre la quercétine et le stilbéne ont été étudiées en faisant réagir les
deux substances pures dans le méthanol, la température de la colonne a été fixée a 25+ 0,1 °C.
Tout d’abord 0,1 ul de cis-stilbéne seul a été injecté ; le pic correspondant avait la méme
intensité que celui obtenu par l'injection de 0,9 ul de la quercétine pure. Pour cela le mélange
a été préparé en prélevant 1 ul de (S) et 9 ul de (Q).Un volume de 1 ul du mélange réactionnel
a été analysé en HPLC-DAD.
111.7.1. Etude de I'effet de la concentration

L'effet de la concentration sur la réaction a été étudié en préparant six mélanges
réactionnels de (Q+S). La concentration de (S) a été fixée (C=1,8.10° M). En revanche la
quercétine (Q) a été préparée a différentes concentrations (C, 2 C, 4 C, 8 C, 12C et 16 C).
(Tableau 111.02).

L’analyse par HPLC des six mélanges a &té réalisée en fixant la tempeérature de la

colonne a 25 +0,1 °C.

Tableau 111.02: Différentes concentrations et volumes de la quercétine.

Volume de quercétine en | Volume de méthanol en Concentration de la
ul mi guercétine en (M)

62,5 12,5 C=01,80.10°

125 12,5 2 C=03,60.10°
250 12,5 4 C=07,06.10°
500 12,5 8 C=13,80.10°
750 12,5 12 C=20,40.10°
1000 12,5 16 C=26,70.10°

La figure (111.04) illustre le protocole expérimental utilisé pour I'analyse du mélange

réactionnel (S+Q).
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Des volumes de (62,5, 125, 250, 500, 750, et 1000 pl) de la solution mere de la
quercétine pour préparer six solutions méthanolique de 12,5 ml.

10 pl du stilbéne dans 1 ml du méthanol

Six mélanges (S+Q) a différentes concentrations de Q (C,2 C,4C,8C, 12 C, et
16 C).

1pl de chaque mélange (S+Q)

Analyse en triplicata par HPLC

Figure 111.04: Protocole de préparation du mélange quercétine- stilbéne (Q+S).

111.7.2. Etude de I’effet de la Température
L'effet de la température sur le mélange réactionnel a également été étudié. Les

analyses ont été effectuées sur le mélange ayant l'intensité du pic la plus élevée, en faisant

varier la température de la colonne selon I’ordre suivant (10£ 0,1 °C, 20+ 0,1 °C, 25+ 0,1

°C,30+0,1°C,40+0,1°Cet45+0,1 °C).
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111.7.3. Effet du temps

L’effet du temps sur la stabilité des complexes obtenus a été étudié apres 01 heure, 03
heures, 24 heures et 72 heures de la réaction. Une analyse en triplicata a une température de
25 £ 0.1 °C a été réalisée sur 1’un des mélanges (S+Q).

111.8. Analyse par HPLC-UV-DAD des reactifs et des mélanges
111.8.1. Conditions de I’analyse

Pour cette analyse, le débit de la phase mobile a été fixé a 1ml /min. La détection du
stilbéne a éte réalisée a 286 nm ; la longueur d’onde maximale d’absorption de la quercétine

est 375 nm. La séparation a été réalisée en mode isocratique et en phase inverse.

111.8.2. Phase mobile
Dans cette étude le solvant de la phase mobile utilisé est l'acétonitrile aqueux;
(ACN/H20) 60%/ 40% avec 0.0025 % de TFA.

111.8.3. Phase stationnaire

Le matériau de la phase stationnaire est la silice greffée avec C18. Ce matériau est
contenu dans une colonne de marque Zorbax Eclipse Plus C 18 (analytique 4,6 x 250 mm,
5-Micron) (Agilent, USA).

111.9. Injection

L’appareil HPLC-UV-DAD analytique est équipé d’un injecteur automatique, les
échantillons ont été préparés dans des cupules spéciales et injectés dans la colonne. Le
volume d’injection était de 1ul. L’appareil HPLC a été programmé pour exécuter une série de

trois analyses consécutives.

111.10. Etude par modélisation moléculaire
111.10.1. La modélisation moléculaire
La modélisation moléculaire a pour but de prévoir la structure et la réactivité des
molécules ou des systémes de molécules. Les méthodes de la modélisation moléculaire
comprennent : les méthodes quantiques, la mécanique moléculaire et la dynamique
moléculaire [28].
Dans ce travail, les calculs de modélisation des réactifs et du mélange réactionnel

(quercétine et stilbene) ont été effectués avec le logiciel GAUSSIAN 009.
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Les structures obtenues ont été optimisées par la méthode DFT avec la fonctionnelle
hybride B3LYP et la base 6-311++G (d,p) dans le méthanol. B3LYP est connu pour fournir
des résultats precis de la structure et des propriétés thermodynamiques des composés
phénoliques. Les calculs inclurent 1’optimisation de la géométrie de la quercétine et I'étude

de son activité antioxydante.

I11.11. La méthode de calcul

La Théorie de la fonctionnelle de la densité DFT (Density Functional Theory) est une
reformulation du probléme quantiqgue a N corps en un probléme monocorps avec pour
paramétre la densité électronique. Elle a été développée par Hohenberg, Kohn et Sham pour le
calcul de la structure électronique de la matiere dans le cadre de la théorie quantique non-
relativiste [29,30]. L'idée centrale de la DFT est que la seule densité électronique de I'état
fondamental du systéme détermine entierement les valeurs moyennes des observables comme
I'énergie, par exemple [31,32]. Aujourd’hui, la DFT constitue l'une des méthodes les plus
utilisées pour les calculs quantiques de structure électronique en chimie quantique et en
physique de la matiere condensée. La DFT été étendue au domaine de la mécanique quantique

dépendante du temps et au domaine relativiste [33].

111.12. Logiciel utilisé
Les méthodes DFT sont maintenant standards dans pratiquement tous les logiciels les

plus populaires, y compris Gaussian.
111.12.1. Gaussian

D’actualité dans le monde scientifique, le programme GAUSSIAN a permis de faire
entrer la chimie quantique dans les laboratoires de chimie, de biochimie, de biotechnologie,
de physique et de pharmacologie. De son histoire, ce logiciel est basé sur le travail de John
Pople qui consistait a développer des simplifications dans I'équation de Schrédinger dans le
but de la rendre aisément applicable a I’étude des molécules aussi bien simples que
complexes. De part ces simplifications, John Pople a développé en 1970 un programme
informatique nommé GAUSSIAN permettant de calculer la conformation moléculaire des
molécules avec les longueurs des liaisons chimiques ainsi que les angles de liaison entre les
atomes. Ce programme a été ensuite amélioré progressivement. En 1992, la théorie de Walter
Kohn a été intégrée. Différentes approches de la chimie quantique ont été rajoutées depuis,
1992 a ce programme, notamment celle des fonctions de densité électronique de Walter Kohn.

Ce programme a révolutionné les méthodes de travail : il a permis aux chercheurs de prévoir
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et de visualiser par le calcul et avec des images virtuelles 1’évolution d’une réaction chimique
sans passer par l'expérience [34].
Un logiciel de modélisation moléculaire comprend de maniere générale les modules

suivants :

Construction, visualisation et manipulation des molécules.

Calculs.

Sauvegarde des structures et gestion des fichiers.

Etude des propriétés moléculaires.
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Figure 111.05 : Menu graphigue du logiciel GaussianView 6.0.16.

111.13. Etude de Pactivité antioxydante

Deux descripteurs ont été utilisés pour étudier I’activité antioxydante de la quercétine :
L'enthalpie de dissociation de liaison (BDE): Qui est un parametre thermodynamique tres
important pour évaluer la capacité des antioxydants a piéger les radicaux libres. Il est associé
au mécanisme "HAT" (transfert d’atome d’hydrogene). Plus la valeur de BDE est faible, plus

la capacité antioxydante est élevée [35].
BDE = H(ArO) + H(H) — H(ArOH) 111.01

L’enthalpie de dissociation du proton (PDE) : L’enthalpie de dissociation des protons est

un parametre physique important décrivant les propriétés antioxydantes du composé étudié,
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car il montre sa capacité a donner des protons. Les composés qui ont les plus faibles valeurs
de PDE sont plus sensibles a I'abstraction des protons et sont donc les antioxydants les plus
puissants [36].

PDE = H(Ar0") + H(H*) — H(ArOH™") 111.02

111.14. Conclusion

Apres le détail du matériel et des méthodes mises en ceuvre dans ce chapitre, nous
pouvons constater que la méthode d’analyse choisie pour notre étude est une méthode simple,
efficace et adéquate ; en fait, ’"HPLC-UV-DAD a permis d’identifier et d'analyser avec une
grande précision, les réactifs. En revanche la modélisation moléculaire qui joue un réle
complémentaire de la chimie expérimentale a permis de représenter graphiquement la
géométrie et la configuration la plus stable de la quercétine (Q), et d'étudier son activité
antioxydante.
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Chapitre 1V: Résultats et discussions

IV.1. Introduction

Dans ce chapitre nous commengons par la présentation des principaux résultats
auxquels cette étude a mené. En 1’occurrence, les chromatogrammes obtenus par HPLC- UV-
DAD des réactifs et de leur mélange, la mise en évidence des interactions entre le stilbéne (S)
et la quercétine (Q) en tant que prooxydant et antioxydant et la formation de leur complexe
ainsi que I'étude de I'effet de quelques parametres (la concentration, la température et le

temps) sur ces interactions.
Ensuite nous présenterons I’¢étude de 1’activité antioxydante de la quercétine (Q).

IV.2. Résultats
IV.2.1. Partie expérimentale
IV.2.1.1. Données chromatographiques de la quercétine (Q)
La figure (IVV.01) montre le chromatogramme de la quercétine pure (Q). La longueur

d’onde maximale d’absorption étant a 375 nm et le temps de rétention est 2,95 min.

L] —
180 -
120

100{

80-
80—

d:]—-

20_‘ L
o

T T T T T T
s} 22 -] 7.5 10 12.8 1% 17.5 20 i

Figure IV.01 : Chromatogramme de la quercétine ; Tr moy=2,95 Min, Amax=375 nm.

Tableau 1V.01 : Données HPLC de la quercétine (Q).

Volume Tr (Moy) Amplitude 1 | Amplitude2 | Amplitude 3 Ecart type
injecté (ul) (min) (mAU) (mAU) (mAU)
01 02,95 155,80 144,50 148,00 05,78
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I1VV.2.1.2 Données Chromatographiques du stilbéne (S)
La figure (1VV.02) montre le chromatogramme du stilbene pur (S). La longueur d’onde

maximale d’absorption étant a 286 nm et le temps de rétention est 20,89 min.
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Figure 1V.02 : Chromatogramme de cis-stilbéne; Tr moy=20,89 min, Amax=286 nm.

Tableau 1V.02 : Données HPLC du cis-stilbéne.

Volume Tr (Moy) Amplitude 1 | Amplitude 2 | Amplitude 3 Ecart type
injecté (ul) (min) (mAU) (mAU) (mAU)
01 20,89 467,30 490,30 481,20 11,45

1VV.2.1.3 Données Chromatographiques du mélange (S+Q)

Le chromatogramme du mélange (S +Q) dans lequel ; il y a apparition de deux pics distincts
qui correspondent a deux nouveaux composés (produits de la réaction), est montré par la figure
(IV.03).
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Figure 1V.03 : Chromatogramme du mélange (pic 01: Trmoy= 02,50 min, Amax=310 nm, pic 02:
TR moy:24,00 min, lmax=310 nm)
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Tableau 1V.03 : Données HPLC du mélange (S+Q).

Pic Tr (Moy) | Amplitude 1 | Amplitude 2 | Amplitude 3 | Ecart type
min mAU mAU mAU
1 02,50 0900 897 898 1,53
2 24,00 2998 3000 2995 2,52

Les spectres UV-visible en 2D et 3D des réactifs et de leurs mélanges ont été obtenus

par HPLC-UV-DAD:; Figure (1V.04) a (1V.05).

100

(b)

Figure 1V.04 : Spectre UV-visible de la quercétine (a) et de (2)-stilbéne (b) en 2D et 3D.
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(d)

Figure 1V.05 : Spectre UV-visible du mélange; pic 01 (d) et pic 02 (c) en 2D et 3D.

Un autre moyen préliminaire attestant la formation d’un complexe a partir de deux
réactifs libres, est la spectroscopie infrarouge. Les spectres infrarouges des réactifs et de leur
mélange ont été réalisés au laboratoire de recherches et d’analyses industrielles et génie des
materiaux (LAIGM) de 1’université de Guelma; Figure (1V.06).
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(c)
Figure 1V.06 : Spectres infrarouge des réactifs et du produit de réaction : quercétine (a), cis
stilbéne (b), et produit de réaction du cis stilbéne et de la quercétine (c).

I1V.2.1.4. Etude paramétrique du mélange
1VV.2.1.4.1.Effet de la concentration
Les analyses du mélange ont été réalisées a une température de 25 £ 0,1 °C et a

différentes concentrations de (Q) (C, 2 C, 4 C, 8 C, 12 C et 16 C) tout en fixant celle de (S)
(C=1,8.10°M).
La figure (IV.07) regroupe les différents chromatogrammes obtenus par cette analyse.

o (Q+S)
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Figure IV.07 : Chromatogrammes des mélanges (Q+S) a différentes concentrations
deQ (C,2C,4C,8C,12Cet 16 C).
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Les résultats de I’effet de la concentration sur le mélange sont résumés dans le tableau

(IV.04).

Chapitre 1V: Résultats et discussions

Tableau 1V.04 : Données HPLC du mélange (pic 1 et pic 2) a différentes
concentrations de Q (C,2C,4 C,8C, 12 C et 16 C).Volume d’injection (1 ul).

Concentration Temps de Amplitude
de Q Mélange Pic rétention Tr (Moy)
M) (Moy) (min) (mAU)

1 03,85 0126,9

C (Q+S) 5 33.30 1305,1
1 03,86 0125,0

2C (2Q+S) 2 33,29 1385,1
1 03,60 0198,2

4C (4 Q+S) 5 30,40 2082,6
1 03,70 0142,1

8C (8 Q+9) 2 30,20 2120,6
1 03,82 0180,6

12C (12 Q+S) 5 2810 2170,1
1 03,80 0177,7

16 C (16 Q+S) 2 27,40 2135,8
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Figure 1V.08 : Effet de la concentration sur intensité du mélange (pic majoritaire).
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Figure 1V.09 : Diagramme représentant la variation de I'amplitude du mélange en fonction de la

concentration.

Le temps de rétention des pics obtenus, est aussi affecté par la variation de la
concentration de la quercétine dans le mélange réactionnel; Figure (1V.10).
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Figure 1V.10 : Variation du temps de rétention du pic majoritaire en fonction de la concentration.

1V.2.1.4.2.Effet de la température

Ayant l'intensité du pic la plus élevée Le mélange (S+12 Q) a été choisi pour I'étude
par HPLC-UV-DAD de I'effet de la température de la colonne sur les interactions stilbéne-

querceétine.

Les températures étudiées pour cette analyse sont (10 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C, 40 °C
et 45 °C).

Les résultats obtenus sont montrés par les chromatogrammes (Figure (1V.11)) et

récapitulés dans le tableau (I1V.05).
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Figure IV.11 : Chromatogrammes du mélange (12 Q+S) a différentes températures

de la colonne (°C).
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Tableau 1V.05: Données HPLC du mélange (pic 1 et pic 2) a différentes
températures de la colonne (10 ° C, 20 °C, 25 °C, 30 °C, 40 °C et 45 °C).Volume d’injection (1 ul).

Température Meélange Temps de Intensité
(valeur £ 0,1 °C) (S+12 Q) rétention Tr (Moy)
(Moy) (mAU)
(min)
10 Pic 1 03,85 0192,3
Pic 2 32,70 2038,6
20 Pic 1 03,90 0193,6
Pic 2 31,20 2064,9
25 Pic 1 03.82 0198,2
Pic 2 30,40 2082,6
30 Pic 1 04,11 0201,0
Pic 2 30,00 2186,7
40 Pic 1 04,15 0202,9
Pic 2 28,10 2304,5
45 Pic 1 04,21 0215,7
Pic 2 26,38 24993
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Les figures (1V.12) et (1V.13) montrent les variations des amplitudes des pics du
mélange en fonction de la température de la colonne, en particulier le pic 02 (composé
majoritaire).
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Figure 1V.12 : Variation de I'intensité du pic majoritaire du mélange en fonction de la

température.
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Figure 1V.13 : Diagramme représentant I’effet de 1a température sur l'intensité des pics dans le
mélange (S+12Q).
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Les figures (1V.14) et (IV.15) illustrent I’influence de la température de la colonne
sur le temps de rétention du produit de la réaction.
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Figure 1V.14 : Variation du temps de rétention du pic 02 en fonction de la température.
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Figure IV.15 : Variation du temps de rétention du pic majoritaire en fonction de la température.
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1V.2.1.4.3. Effet du temps

Le mélange (S+12Q) a été également analysé aprés une heure, trois heures, 24 heures
et méme 72 heures a 25 °C de temperature, afin d'étudier I'effet du temps de la réaction sur
les nouveaux composés (pic 1 et pic 2). Les résultats de cette analyse sont rassemblés dans le
tableau (IV.06) et montrés par la figure (1V.16).

Tableau 1V.06: Données HPLC du mélange (S+12Q) (pic 1 et pic 2) a divers temps de la réaction
une heure, 03 heures, 24 heures et 72 heures).Volume d’injection (1 ul).

01 Pic 1 03,82 0180,6
Pic 2 28,10 2170,1
03 Pic 1 03,82 0180,6
Pic 2 28,10 2170,1
24 Pic 1 03,82 0180,6
Pic 2 28,10 2170,1
72 Pic 1 04,00 0182,3
Pic 2 29,10 2169,6
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Figure 1V.16 : Effet du temps de la réaction sur le mélange (S+12Q).

IVV.2.2. Discussions
1VV.2.2.1.Mise en évidence des interactions entre le stilbéne (S) et la quercétine (Q)

Le cis-stilbéne est un perturbateur endocrinien largement présent dans notre quotidien
utilisé principalement dans la production de colorants et d’azurants optiques. [38, 39, 40].
Alors qu'il favoriserait certains cancers. Dans le présent travail et pour la premiére fois, les
interactions possibles dans le méthanol pur entre cette substance nocive et la quercétine étant
un antioxydant puissant, ont été étudiées par la chromatographie liquide a haute performance
(HPLC-DAD) qui a été utilisée dans des conditions de phase inverse, & température de 25 °C
et en régime isocratique.

L'analyse des chromatogrammes obtenus montre que le (Z)-stilbene se détecte a 286
nm et a un temps de rétention de 20,89 min. Alors que la quercétine posséde une longueur
d'onde d'absorption maximale de 375 nm, et un de temps de rétention de 2.95 min. Toutefois
le chromatogramme du mélange (S+Q) montre deux pics ; l'un est majoritaire (pic 2) qui se
détecte a 24,0 min, l'autre de faible intensité (pic 1) qui a un temps de rétention de 02,5
min.

L'apparition de ces deux pics a des temps de rétention différents de ceux des réactifs
et méme a des longueurs d'ondes différentes pourrait étre expliquée par le déplacement de la
configuration de la liaison double; c'est-a-dire la réaction est accompagnée par une
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isomérisation du (2)-stilbene étant le moins stable pour cause de génes stériques en (E)-
stilbéne. 1l apparait que lors de ses interactions avec la quercétine une partie de (Z2)-stilbéne
qui cherche a étre plus stable, s'est transformée en (E). A partir de 13, on peut dire que
I'apparition des deux pics est expliquée par la formation de deux nouveaux COMpOSES
(complexes). L'un correspond a des interactions entre I'isomére (E)- stilbene et la quercétine
(pic 1) qui a une affinité avec la phase mobile; donc il est polaire, l'autre est di aux
interactions entre le (Z)-stilbene et la quercétine (pic 2). Ce dernier est retenu par la phase

stationnaire, c'est a dire il a une affinité avec cette phase apolaire.

Quatre paramétres ont été étudiés pour la mise en évidence des interactions

quercétine-stilbéne:

e L’amplitude : En comparant les chromatogrammes des réactifs purs et de leur
mélange équimolaire, on a constaté qu’il y a une augmentation significative
des amplitudes par rapport a celles des composés purs, ce qui est expliqué par
les interactions entre le stilbene et la quercétine avec la formation de deux

nouveaux composes (pic 1 et pic 2).

e Le temps de rétention : Les temps de rétention des deux pics du mélange sont
différents a ceux des réactifs purs. Un décalage remarquable du temps s'est
produit dans le mélange réactionnel ce qui confirme que les deux pics (1 et 2)
ne correspondent plus aux réactifs purs mais aux interactions entre 1’isomére
(E)-stilbéne et la quercétine et entre le (Z)-stilbéne et la quercétine,

respectivement.

e Spectres UV : L'analyse des spectres UV- visible des deux pics du mélange
montre qu'ils sont aussi différents de ceux des réactifs, ceci est probablement
dd aux interactions entre le stilbéne et la quercétine qui ont influencé les
positions et les intensités des bandes en induisant la formation de nouveaux
composés. En outre, un effet hypsochrome est constaté; qui pourrait étre dd a
la saturation des doubles liaisons, c'est-a-dire ’augmentation des nombres de
conjugaison dans les chromophores, en effet les composés aromatiques
conjugués, se stabilisent par saturation des doubles liaisons pour compenser la
perte d’énergie de conjugaison [41, 42]. Ou, aux transitions n-m*, qui

nécessite un groupe insaturé (groupe aromatique par exemple) pour fournir les
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électrons. Donc, les pics résultants des transitions n-r*, sont déplacés vers des

faibles longueurs d’onde.

Spectres infrarouge (IR): Le spectre infrarouge de la quercétine;
Figure (IV.06-a) montre une bande entre [700-800] cm™ qui correspondent
aux déformations des C-H des cycles aromatiques. On a une bande a 1050 cm™
attribuée aux vibrations des C-O d’un ester, et une autre a 1400 cm™
correspondant aux vibrations des liaisons C=C aromatique. Une bande
apparait & 1600 cm™, elle est attribuée aux vibrations du C=0. On a une bande
a 2900 cm correspondant aux vibrations des C-H aromatiques (=C-H). Une

large bande apparait a 3010 cm™, elle correspond a la vibration des O-H.

Le spectre infrarouge du cis-stilbene ; Figure (1V.06-b) ; montre deux
bandes entre [700-800] cm™ qui correspondent aux déformations des C-H des
cycles aromatiques. On a deux bandes donc il s’agit bien d’un cycle

aromatique monosubstitué.

Une bande a 1050 cm™ attribuée aux vibrations des C-C et deux bandes a
1500 cm™ correspondant aux vibrations des liaisons C=C aromatique. Une
bande apparait a 1600 cm™, elle est attribuée aux vibrations des C=C
éthyléniques. On a deux bande, 'une a 2900 cm? et I'autre a 3010

cm correspondant aux vibrations des C-H aromatiques (=C-H).

Le spectre du produit de réaction du cis stilbéne et de la quercétine ;

Figure (IV. 06-c); montre :

Une Bande a 650 cm™=»Déformation des C-H du cycle aromatique
dont I’aspect est différent de celle dans le stilbene et la quercétine pure. Une

bande beaucoup moins intense a 1010 cm™*=>» C-O.

On note ’augmentation de I’intensit¢ de la bande du carbonyle (1670
cm?),  disparition de la double liaison de pont éthyléne (1600 cm™) et
I’augmentation de ’intensité de la bande C-O. On note aussi un effet

bathochrome de la bande O-H (3450 cm?) par rapport & la quercétine pure.
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Ceci permet de conclure que la réaction a eu lieu au niveau de ces sites, la
quercétine attaque donc le stilbéne au niveau du pont éthylene plus réactif en

s’aidant des groupes hydroxyles.

Plusieurs mécanismes peuvent étre proposés, parmi lesquels on cite:
- Transfert d’un atome H ou plus de la quercétine au stilbéne

- Formation d’époxyde de stilbéne

Des études plus poussées (RMN, Spectroscopie de Masse) permettront
de confirmer la nature des adduits formés entre le polyphénol quercétine et le

cis-stilbene.

1V.2.2.2. Etude paramétrique
1VV.2.2.2.1. Influence de la concentration sur le mélange réactionnel

Les résultats chromatographiques montrent que les amplitudes des pics sont
directement proportionnelles avec I'augmentation de la concentration de la quercétine dans le
mélange. L’intensité du pic (1) varie de 125 mAU jusqu’a 198,2 mAU, et celle du pic (2)
varie de 1305,1 mAU a 2170,1 mAU. La plus grande intensité (2170,1 mAU) est notée pour
le mélange qui contient une dose du stilbéne et douze doses de la quercétine (S+12Q), au-
dela, un exces en quercétine est constaté (pic 3) et la réaction est défavorisée; Figure
(1V.04).

1V.2.2.2.2. Influence de la température sur le mélange réactionnel

Les temps de rétention et les intensités des pics sont affectés par la variation de la
température de la colonne.

Le temps de rétention du composé majoritaire varie de 32,70 min a 26,38 min, il est
inversement proportionnel a la température, un déplacement du pic vers la gauche est
observé, ceci est conforme avec la littérature [43]. Par contre, I'élévation de la température a
entrainé une augmentation des intensités des pics 01 et 02, la réaction est favorisée méme a

45 °C car a cette tempeérature la querceétine est plus soluble [44].

1VV.2.2.2.3. Influence du temps de la réaction sur le mélange réactionnel
Le mélange (S+12Q) possédant les plus élevées des pics a été choisi pour I'étude de
I'effet du temps de la réaction, sur le mélange et les interactions entre les substances

impliquées. Les résultats obtenus montrent que méme aprés 72 heures de la réaction, les
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complexes obtenus n’ont pas été dissociés, ce qui confirme leur stabilit¢é au cours du temps

(réaction spontanée).

1VV.2.3. Etudes théoriques

Les calculs par DFT ont été effectués avec le logiciel Gaussian 09. Nous avons utilisé
la fonctionnelle hydride B3LYP qui donne des résultats précis de la structure associée a
I'ensemble de base 6-311++G (d,p) dans le méthanol, dans le but d'optimiser la molécule de
la quercétine et de calculer les enthalpies de dissociation des liaisons (BDE), et les enthalpies
de dissociation des protons (PDE). La molécule d’intérét optimisée est représentée sur la
figure (1V.17).

Figure IV.17 : Structure de la quercétine (Q) optimisée par DFT/ B3LYP-6-311++G (d,p).

1V.2.3.1. Etude de ’activité antioxydante de la quercétine
IVV.2.3.1.1. Mécanismes de I'activité antioxydante de la quercétine

En ce qui concerne I’activité antioxydante de la quercétine, Deux mécanismes ont été
étudiés :

a) Transfert d'atome d'hydrogéne (HAT)

Pour étudier le mécanisme de transfert d'atome d'hydrogene (HAT), les énergies de
dissociation des liaisons (BDE) ont été calculées. Le BDE est un parametre numérique
caractérisant la stabilité de la liaison dans le groupe hydroxyle. Plus cette liaison est faible,
plus l'activité antioxydante est élevée et donc plus la réaction avec les radicaux libres est
favorable. Par conséquent, les molécules avec de faibles valeurs de BDE devraient montrer
une activite antioxydante élevée. Les valeurs BDE calculées pour le composé etudié sont

présentées dans le tableau (1V.07).
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Chapitre 1V: Résultats et discussions

Nos résultats révélent que, BDE (4"-OH) < BDE (3-OH) < BDE (3"-OH) < BDE (7-OH)
< BDE (5-OH). Donc, le pouvoir antioxydant des sites réactifs est de 1’ordre suivant :
(4°-OH)> (3-OH) > (3°-OH) > (7-OH) > (5-OH). Ces resultats sont en accord avec la
littérature [45].

b) Mécanisme de transfert d’un seul électron-transferts de protons (SET-PT)

Pour étudier le transfert d'un seul électron suivi d'un transfert de protons, des valeurs
de PDE ont été calculées. Le PDE est un paramétre physique important décrivant les
propriétés antioxydantes du composé étudié car elle montre sa capacité & donner des protons.
En régle générale, les composés avec des valeurs de PDE plus faibles sont plus sensibles a
I'abstraction de protons et sont donc les antioxydants les plus puissants. Les enthalpies de
dissociation de protons (PDE) calculées de la molécule d’intérét dans le méthanol sont
également présentées dans le tableau (1V.07). Nos résultats indiquent que les valeurs de PDE
les plus faibles sont trouvées pour le 4'-OH dans le cycle B. Ce résultat renforce celui du
transfert "HAT’’ et conduit a conclure que le 4'-OH dans le cycle B est le plus acide et le plus
sensible a l'abstraction de H. Ces résultats corroborent également avec ceux du BDE et
affirme que dans la molécule étudiée le groupe 4'-OH est le plus réactif et détermine son
activité biologique. Ceci est en accord avec ceux rapportés dans la littérature [45].

Tableau 1V.07: BDE et PDE, de la quercétine (Q), en kJ/mol par B3LYP/6-311++ G (d,p), dans

le MeOH.
Le site BDE PDE Cycle
3-OH 355,93318 070,593 C
5-OH 409,61118 124,271 A
7-OH 391,94718 106,607 A
3-OH 370,93018 085,590 B
4"-OH 341,05718 055,717 B

1VV.3. Conclusion

Cette etude est menée sur I'analyse par HPLC-UV-DAD des interactions entre le cis-
stilbéne et la quercétine, ainsi que I'étude de l'activité antioxydante de ce flavonol par deux
mécanismes: Le transfert d'atome d'hydrogéne « HAT» et le transfert d'un seul électron suivi

d'un transfert de proton « SET-PT».
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Chapitre 1V: Résultats et discussions

Les résultats chromatographiques indiquent que les temps de rétention, les intensités
et les aires des deux pics obtenus dans le mélange équimolaire (S+Q) sont totalement

différents de ceux des réactifs. Ce qui affirme la formation de nouveaux composés.
L’étude de I’activité anti radicalaire de la quercétine montre que:
> BDE (4 -OH) < BDE (3-OH) < BDE (3'-OH) < BDE (7-OH) < BDE (5-OH).
> PDE (4"-OH) < PDE (3-OH) < PDE (3'-OH) < PDE (7-OH) < PDE (5-OH).
Donc, le pouvoir antioxydant des sites réactifs est de 1’ordre suivant :

(4"-OH) > (3-OH) > (3"-OH) > (7-OH) > (5-0OH).
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Conclusion générale

Conclusion générale

Ce travail a porté sur La quercétine réputé pour ses propriétés antioxydantes (Q) et le
cis-stilbene (S) en tant que prooxydant.

La premiere partie est focalisée sur I'étude des interactions stilbéne-quercétine, par la

chromatographie liquide & haute performance (HPLC-DAD).

La deuxiéme partie est consacrée a I'étude théorique de l'activité antioxydante de la

quercétine.
A partir des résultats obtenus, nous pouvons tirer les conclusions suivantes :

— L'%cart existant entre les temps de rétention et les intensités des pics du mélange et

des réactifs purs, confirme la constitution de nouveaux composés.

— La différence des spectres UV- visible des deux pics du mélange et ceux des réactifs,
est probablement due aux interactions entre le stilbene et la quercétine qui ont
influencé les positions et les intensités des bandes en induisant la formation de

nouveaux co mposés.

— Une isomérisation probable d'une partie du (Z)-stiloene en (E) au cours de la

réaction S+Q, traduit l'apparition des deux pics dans le chromatogramme du mélange.

— Les pics (1 et 2) correspondent a deux composés (complexes)  issues des
interactions entre la quercétine et les deux formes isoméres du stilbéne (E) et (Z2)
respectivement. Ce dernier a une affinité avec la phase stationnaire apolaire, l'autre

a une affinité avec la phase mobile polaire.

— Les amplitudes des pics des deux nouveaux composés et en particulier le composé
majoritaire sont directement proportionnelles avec l'augmentation de la concentration
en quercétine dans le mélange. La réaction est défavorisée a une concentration en
quercétine de 26,70.10° M.

— Les temps de rétention et les intensités des pics et en particulier le pic 2 sont affectés
par la variation de la température de la colonne. La réaction est favorisée méme a

45 °C car a cette température la quercétine est plus soluble [37].
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Conclusion générale

— Les complexes obtenus n’ont pas été dissoci€s, au cours du temps (réaction spontanée)

ce qui confirme leur stabilité.

— Par ailleurs, l'analyse des spectres infrarouge des substances impliquées et de leur
mélange suggeére que; la quercétine attaque le stilbéne au niveau du pont éthylene plus

réactif en s’aidant des groupes hydroxyles.

Les résultats théoriques de l'activité antioxydante de la quercétine révélent que 4'-OH

dans le cycle B est le site le plus réactif pour les deux mécanismes (HAT, SET-PT).

En perspective, Il nous semble important d’effectuer:
» Une étude par modélisation moléculaire des mécanismes possibles de la réaction du cis-

stilbene radical qui posséde un pont éthylene réactif avec la quercétine.
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