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Résumé
Nos travaux s'inscrivent dans le cadre de la recherche bibliographique sur I'activité

antioxydante des dérivés de Schiff et leurs méthodes d'évaluation.

Le but de notre étude était d'évaluer I'efficacité de I'activité antioxydante des bases de Schiff

a travers le piégeage le radical libres DPPH.

L'activité antioxydante des bases de Schiff a été évaluée par plusieurs méthode, a savoir
TRAP, FRAP, ORAC et DPPH Parmi ces méthodes, nous nous sommes appuyés sur les
radicaux libres DPPH.

Dans ce travail, nous avons cité quelques-unes des activités antioxydantes intéressantes des
études précédentes avec leurs méthodes d'évaluation, et leur comparaison entre eux. Ces études
montrent que l'activité antioxydante des bases de Schiff représente une bonne efficacité avec
les radicaux libres DPPH.

Mots clés: Activité antioxydants, bases de Schiff, radicaux libres DPPH, FRAP, TRAP,
ORAC. Absorbance
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Liste des abréviations

AAPH : 2,2-azobis-(2-amidino propane) dihydrochlorure,

ABTS : 2,2- azinobis 3-ethylbenzothyazoline 6- sulphonate

CA: Capacité antioxydant

Cd : Cd: cadmium

DPPH+: 2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl

FINa : flourescéine di-sodique

FRAP : Ferric reducing antioxidant power

H: heure

HN : 2-hydroxy-1-naphtaldéhyde

MFP : m-(1-ferrocényl éthylidéneamino) phénol

mg : milligramme

mM: Mili mole

nm: Nanométre

OFP : o-(1-ferrocényl éthylideneamino) phénol

OH : I’hydroxyle

ORAC: oxygen radical absorbance capacity

PFP : p-(1-ferrocényl éthylidéneamino) phénol

TEAC : Trolox équivalent antioxidant capacity

Trolox : Acide 6- hydroxyl-2,5,7,8-tetraméthylchroma-2carboxylique

uM :Micrométre

OFP : o-(1-ferrocényl éthylidéneamino) phénol




MFP : m-(1-ferrocényl éthylideneamino) phénol

PFP : p-(1-ferrocényl éthylideneamino) phénol

BHT : 2,6-di-tert-butyl-4-méthylphénol

Mn: manganése

Cu : cuivre

H.O : Molécule d'eau

ClOa : perchlorate

Ni : Nickel

Co : cobalt

Zn: zinc

Sm : Samarium

Fe : Fer

BHA : 2-tert-Butyl-4-hydroxyanisole and 3-tert-butyl-4-hydroxyanisole (mixture)

HN : 2-hydroxy-1-naphtaldéhyde

Hg : Mercure

ADN : acide désoxyribonucléique

Gd : Gadolinum

NO:s : Nitrates (NOs)

Pr : Praséodyme

Dy : Dysprosium

Tb : Terbium

Ln : Indium

Pd : Palladium

Cr: chrome

H : Hydrogéne

Nd : Néodyme

Er : Erbium
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Inroduction générale

Les bases de Schiff dérivés d’aminés aromatiques et d’aldéhydes aromatiques ont une
grande variété d’applications dans de nombreux domaines, par exemple, en chimie biologique,

minérale et analytique. (1-2)

Les bases de Schiff possédent d’excellentes caractéristiques, similitudes structurelles avec
substances biologiques naturelles, les procédures de préparation relativement simple et la
flexibilité qui permet la synthése et la conception avec des propriétés structurelles appropriées
(3-4).

L'activite bibogique des bases de schiff a été largement explorée durant ces dernieres
décennies. Leurs propriété antibacteriennes ¢« antifongiques anti-inflammatoires et

anticancereuses ont été testées avec succes (5).

Les bases de Schiff sont une classe spéciale de ligands avec une variété d'atomes donneurs

présentant des modes de coordination intéressants vers les métaux de transition [7].

Les bases de Schiff ont été largement utilisees comme ligands en raison de la grande
stabilité de le composé de coordination, d'entre eux et leur bonne solubilité en commun des

solvants tels que I'éthanol, le méthanol, le chloroforme, le diméthylformamide [6].

Les bases Schiff sont bien connues pour leurs larges applications et sont utiles
intermédiaires en synthése organique [8]. Ces composés ont intrinseque activités biologiques, y
compris anticancéreux [9], antitumoral [10], antituberculeux [11], antibactérien [12],
antifongique et antifertilit¢ [13], activités antioxydants [8], herbicides [14, 15] et
antiprolifératives [16]. De plus, les bases de Schiff présentent également une fluorescence [17],
une photoluminescence [18], un cation potentiométrique soignant [19], I'agrégation [20] et

propriétes anthelminthiques [21].

Les ligands de base de Schiff sont facilement synthétisés et forment des complexes avec
presque tous les ions métalliques [22]. Leurs complexes sont considérés comme parmi les
modeles stéréochimiques les plus importants du groupe principal et de la transition chimie de
coordination des métaux en raison de leur accessibilité préparative et variété structurelle [23].
Cependant l'incorporation d'ions de metaux de transition dans ces composés ont d'énormes

applications larges dans le domaine de la industrie alimentaire, industrie de la teinture, chimie
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analytique, catalyse, fongicide, agrochimiques ainsi que les activités biologiques et diminution
de la cytotoxicité des ions métalliques et de la base de Schiff [24, 25].

Les radicaux libres ont été impliqués dans la cause de plusieurs oxydants endommage des
maladies telles que la chirrhose du foie, I'athérosclérose, le cancer, diabéte, vieillissement [26].
Les antioxydants sont notre premiére ligne de défense contre le libre dommages radicaux, le
besoin d'antioxydants devient encore plus critique avec exposition accrue a la pollution par les
radicaux libres, a la fumée de cigarette, aux drogues, la maladie, le stress et méme I'exercice

peuvent augmenter I'exposition aux radicaux libres [27].

Apreés l'introduction, notre objectif dans ce travail est de savoir si les regles de Schiff ont

une efficacité avec les radicaux libres.

-pour realiser ce travail, on a suivi le plan suivant :
%+ Chapitre (1) Généralités sur les base de schiff :

Le premier chapitre, présente un rappel bibliographique sur la préparation des bases de
Schiff

% Chapitre (2) Les antioxydants et leurs activité.

Les changements provoqués par des réactions oxydatives au niveau cellulaire jouent un
role dans de nombreuses maladies. Par conséquent, certains composés peuvent protéger ou

retarder I'oxydation d'autres molécules, appelés antagonistes.
%+ Chapitre (3) méthodes d'évaluation de I'activité antioxydant.

Des nombreuses méthodes sont utilisées pour [I'évaluation de [l'activité
antioxydant des extrais. La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou décoloration

d’un réactif dans le milieu réactionnel.
<+ Chapitre (4) Syntheése bibliographique de derives bases de schiff .

Rappelle les travaux bibliographiques sur I'activité antioxydant effectués sur les bases de

Schiff et leurs complexes.
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La partie théorique CHAPITRE I: Les base de scheff

I- Généralités sur les base de schiff :

Les bases de Schiff, nommé d'aprés Hugo Schiff en 1864 [1]. Elles sont des ligands largement
exploités en chimie médicale et chimie de coordination et ce revient a la simplicité de leurs
préparation, la diversité de leurs application par le biais de la stabilité relative de leurs complexes
avec la majorité des métaux de transition, ces ligands présentent des intéréts potentiels trés variees

pour un grand nombre de domaines interdisciplinaires [2]

-1 Définition des bases de Schiff :

Les bases de Schiff portent réellement le nom de leur inventeur Hugo Schiff (1834-1915) qui fut

le premier chimiste a synthétiser ce type de composés en 1864 [3, 4].

e Une base de Schiff est définie comme tout produit comportant une fonction imine dont 1’un
des constituants sur le carbone ou sur I’azote, est un groupement aromatique [5,6]

e Une base de Schiff est définie comme étant la condensation d'une amine primaire avec une
cétone ou un aldéhyde. Par extension, on appelle base de Schiff tout produit comportant une
double liaison C=N issue de la réaction entre un azote nucléophile et un composé carbonylé
[7, 8].

Les bases de Schiff ont la

Figure 1: la Structure générale d’une base de Schiff.

Ou R, R’ et/ou R= aryle ou alkyle.

En effet, les groupes imines ou azométhines sont présents dans différents produits naturels,
composés dérivés d’un produit naturel, et composé non-naturel, la figure 1.2 montre certains
exemples. Le groupe imine présent dans ces composes a été démontré d'étre indispensable a leurs

activités biologiques [12, 9, 10].
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O OH
OH

Ancistrocladidine bases de Schiff dérivées du Chitosane  N-(Salicylidene)-2-hydroxyaniline

composé
synthétisé

dui composés dérivés
produit

nature d'un produit naturel

Figure 2 : Exemples de bases de Schiff bioactives, produit naturels, composés dérivés d’un

produit naturel, et composé non-naturel [11]

1.2 Formation des bases de Schiff :

La base de Schiff est formée par une réaction de condensation d’un aldéhyde ou d’une cétone
sur D’amine primaire quelle soit aliphatique ou aromatique comme cela est illustré par le

schéma suivant :

R R
>: O +R —NH >=N R+HO
R

R

Schéma 1.1: Réaction générale de la formation d’une base de Schiff.
(R, R’ et R" = alkyle ou aryle groupe)

Les bases de Schiff qui contiennent le groupe aryle comme substituant sont considérées les plus
stable, compte tenu d’une plus large délocalisation électronique sur la surface de la molécule. Ces
derniéres sont faciles a synthétisée. Quant aux bases de Schiff de la série aliphatique, elles sont
relativement moins stables que les aromatiques. Notons que les bases de Schiff issues de la
condensation des aldéhydes aliphatiques sont relativement moins stables et facilement
polymérisable[ 25].
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La formation des bases de Schiff a partir d’un aldéhyde ou une cétone est une réaction réversible et

s'effectue  généralement sous catalyse acide ou basique, ou par chauffage[25]

0] OH NR"
R R" +R"____ NH, R R' /+ H,0
R
NHR"
Aldehyd ou amine primaire carbinolamine imine N-substitué eau
Cétone

Schéma 1.2: La séquence réactionnel pour la synthese d’une base de Schiff.

La figure suivante est représenté le mécanisme de la réaction de synthése d’une base de Schiff
dans le cas général. En effet une base de Schiff est le produit de la réaction entre une amine
primaire et un composé carbonylé (aldéhyde ou cétone) accompagnée par 1I’élimination d’une

molécule d’eau est nécessaire pour déplacer 1’équilibre vers la formation de ces bases comme suite :

m. Ry (H Ry

G L |
l\ —P R=—C—N—R; — R—C—N—R,
o) . || ||
0 H OH H

./

Ry Ry /Ra | 4o
\czfm, <« \c—?\ —— R—C( —[N—-R
/ /\

Rs R; X

/@\
o

1 H,0

Figure 3: la réaction de synthése d’une base de Schiff dans le cas général.
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1.3 Propriétés spectroscopiques des bases de Schiff
¢ La spectroscopie :

La spectroscopie est basée sur 1’é¢tude des interactions entre la matiére et un rayonnement
électromagnétique. Ces interactions sont nombreuses, les plus intéressantes et les plus étudiées
font appel au phénoméne d’absorption, celui- ci peut étre défini par sa fréquence sa longueur
d’onde et son nombre d’onde [13], les méthodes spectroscopiques utilisées pour 1’analyse
qualitative et quantitative de composés inorganiques et organiques sont basées sur 1’émission et
I’absorption des rayonnements UV- Visible et infrarouge par espéces atomique et moléculaire
[14].

+ La spectroscopie infrarouge (I.R):

L’infrarouge est le domaine classique des molécules organiques donnant des informations sur
les groupements fonctionnels présents dans une molécule. Les modes de vibration d’un
groupement chimique dépendent fortement du reste de la molécule, chague molécule produit un

spectre d’absorption que lui est caractéristique [15].

Le domaine qui représente le plus grand intérét pour le chimiste est tres limité et s’étend de

4000 a 660 cm-1.Les molécules absorbent 1’énergie de ces radiations en modifiant leurs énergies

de vibration [16].

L’absorption de I’infrarouge s’observe pour des complexes métalliques liés par covalence qui
sont généralement actifs dans la région infrarouge de grande longueur d’ondes. Beaucoup

d’informations utiles concernant ces complexes ont été réalisées [14].
+»» Spectroscopie Ultra violette (UV-visible) :

Un spectre ultra-violet est une courbe, précisant les variations d’absorption d’énergie d’une
substance soumise au rayonnement ultraviolet : Le tracé de cette courbe représente, en effet
I’intensité de 1’absorption en fonction de la longueur d’onde ou de la fréquence. La région UV
du spectre s’étend de 10 a 400 nm, mais 1’appareil usuel ne permet le tracé des spectres que pour

des longueurs d’ondes supérieures a 190 nm [13].
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-4 Classification des bases de Schiff

Elles sont classées par rapport au nombre de liaisons qui peuvent se former avec les métaux.

Ces ligands existent sous plusieurs structures, mono, bi, tri, tétra, ou pentadentates comme le
révelent les exemples suivants:

+» Base de Schiff monodentate :

C’est une molécule qui posséde un seul site de fixation a I’atome métallique, elle cede au

métal central un doublet non liant avec création d'une liaison.

L

HaC —

X=Br,Cl

Figure 4 : Base de Schiff monodenté [17].

+» Base de Schiff bidentate :

Ce genre de base de Schiff peut exister sous forme de plusieurs types. Les bidentates peuvent

étre de type O, O ou N, N ou bien O, N. Nous avons illustré les exemples suivants:Sites (N, O)
donneurs:[22 ]

Figure 5: Base de Schiff bidenté (NO donneurs).

Sites (N, N) donneurs:[19]
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N

'

Figure 6 : Base de Schiff bidenté (NN donneurs).

Nx

+» Base de Schiff tridentate:

En chimie de coordination le ligand tridenté fait I'objet d'un moyen qui facilite la stabilisation
des metaux de transition, en général il forme avec ces derniers des hétérocycles stables [20]. On

peut trouver différents types des bases de Schiff tridenté selon leur sites donneur, soit (NON) ou

(ONO).
-
O
oH ¢ COOH
v

Figure 7 : Bases de Schiff tridenté (ONO donneurs).

Site (ONO) donneurs:[21]

++ Base de Schiff tétradentate:

Les bases de Schiff tétradentés présentent une grande habilité a coordinner les ions
métalliques. Ces bases de Schiff ont été classées sous plusieurs types selon leurs sites donneurs :
NNOO et NNNO.

Site (NNNO) donneurs:[18]
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N~y

\

—

Figure 8 : Base de Schiff tétradenté (NNNO donneurs).

| N / CH,
CH,

+» Base de Schiff pentadentate:

Site (NNOOO) donneurs:[18]

OH-"” \HO

Figure 9: Base de Schiff pentadenté (NNOOO donneurs).
< Base de Schiff héxadentate:

Site (OONNOO) donneurs: [18]

H
[ —
S
HO
O\H\ s

Figure 10 : Base de Schiff héxadente (OONNOO donneurs).
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1.5. Les Applications des bases de Schiff:

Les bases de Schiff en chimie, forment des groupes importants de composés dus a leurs
physico-dynamiques, et aux grands nombres de réactions qu'ils subissent. 1ls ont une large

utilisation dans I'industrie en raison de leurs activités pharmacologiques intéressantes.

Les bases de Schiff dérivés des amines et des aldéhydes aromatiques ayant une grande
variété d'applications dans plusieurs domaines, par exemple : biologique, inorganique et
analytique lls sont également employés dans des sondes optiques et électrochimiques, aussi
bien que dans diverses méthodes, pour permettre la détection due a I’augmentation de

sélectivité [23]

Le développement dans le domaine de la chimie bio-inorganique a accru l'intérét pour les
complexes de base de Schiff, car il a été reconnu qu'un grand nombre de ces complexes
peuvent servir de modeles pour des espéces biologiquement importantes. Ainsi, nous les

rapportons dans ce qui suit [24] :
L'activité antibactérienne des complexes de base de Schiff

% L'activité antifongique.

+» L’activité anticancéreuse.

++ L'activité antioxydante.

% L'activité anti-inflammatoire.

< L'activité antivirale.

Les bases de Schiff sont certainement des composés organiques les plus largement
utilisés. Ils sont utilisés comme colorants et de pigments, catalyseurs, produits intermédiaires
en synthése organique, et comme stabilisateurs de polymeres. Les bases de Schiff montrent
d'excellentes caractéristiques et similitudes structurales avec des substances biologique
naturelles, procédures de préparation relativement simples et une flexibilité synthétique qui
permettent la conception de scaffolds structurales appropriés. En outre, leur utilisation
potentielle comme agents biologiquement actifs, les bases de Schiff et leurs complexes
métalliques ont été souvent utilisés comme chélateurs dans la chimie de coordination des
métaux de transition, comme des produits radio-pharmaceutiques pour le ciblage du cancer et
de produits agrochimiques. lls constituent une classe intéressante de chélateurs capables de
former des liaisons de coordination avec les ions métalliques qui servent de modeles pour les
systémes biologiques, et certains dérivés bases de Schiff sont aussi utilisés comme inhibiteurs

de corrosion.
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La partie théorique CHAPITRE II: Les antioxydants

Introduction

L'oxydation fait partie d'une réaction d'oxydo-réduction qui transfere des électrons d'une
substance vers un agent oxydant. Cette réaction peut produire des radicaux libres quientrainent
des réactions en chaine destructrices (BERRA, 2015).

les production de ces radicaux au niveau cellulaire est étroitement contr6lée par un énorme
systeme de défense dit systeme antioxydant. Cependant, une surproduction de radicaux libres
d'un c6té et (ou) une déficience du systeme antioxydant de l'autre c6té conduira a une
augmentation significative de la production de ces radicaux, qui submergent la défense

antioxydante et imposent un stress oxydatif pour le systeme physiologique (Kebili, 2016).

I- Définition

Un antioxydant est par définition une espéce chimique plus ou moins complexe diminuant le
stress oxydant au sein de 1’organisme. Un antioxydant peut donc : prévenir la synthése de
radicaux libres en inhibant I’initiation des chaines réactionnelles u désactiver directement les
ROS (reactive oxygen species) . Les antioxydants peuvent étre classés selon leurs modes
d’actions : systémes enzymatiques, inhibiteurs d’enzymes oxydantes, chélateurs de métaux et

piégeurs de radicaux libres.

L’organisme possede des systemes endogenes dédiés a cette action protectrice. Cependant,
cette ligne de défense est facilement saturée. De nombreux antioxydants exogénes sont
également présents dans 1’alimentation apportant un soutien significatif dans la lutte
antioxydante. Nous les trouvons dans les fruits (pommes, poires, fruits rouges...), les Iégumes
(brocoli, oignon...), les boissons (café, thé, vin...) ainsi que dans les épices, le cacao ou encore
les céreales. Ces antioxydants sont surtout connus pour leur capacité directement réagir avec

les radicaux libres en les « neutralisant » par réaction de réduction.

Les antioxydants sont un groupe hétérogene composé de systemes antioxydants endogenes,

enzymatiques ou non, de vitamines, d’oligo-éléments ou encore de polyphénols .
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I1- Classification des antioxydants

Les antioxygénes sont classés dans trois catégories différentes :
e Les antioxydants synthétiques.
e Les antioxydants synergiques.

e Les antioxydants naturels . (Bouhadjra ,2011)

I1- 1. Antioxydants de synthese

Dans I’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tel que le butylhydroxyanisole
(BHA), butylhydroxytoluene (BHT) gallate propylée (PG) et le tétrabutylhydroquinone
(TBHQ), sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins chers que les antioxydants
naturels. Cependant, leur sécurité est tres discutée car ils génerent un besoin de recherche
comme matiére de substitution d’aprés des sources naturelles comme antioxydants de la

nourriture (Lisu et al., 2003).

toxiques ou__carcinogenes (Matiére radioactive ou noyaux radioactifs) en augmentant la

sécrétion des enzymes microsomales du foie et des organes extrahépatiques (Barlow, 1990). Le
BHT présenterait des effets carcinogénes chez lerat (Ito et al., 1985).

OH

OH aH oM
(CH ,1,c\©qcu,.} El‘jm CH 3l @,DLCH Wy . i oH
OH

CH 3 QOCH » COOC aH7
2.6-di-fert-Butyl-p-hydroxytoluene 2-tert-Butyl-p-m ethoxyanisole tert-Butylhydroguinone Propyl gallate
(BHT) (1) (BHA) {2) (TBHQ) (3) FG)(4)

Figure 1 : Structures chimiques de quelques antioxydants synthétiques (Ito et al., 1985)

I1- 2 Les antioxydants synergiques

Ce sont des molecules qui améliorent I’action de certains antioxydants. Ce qui se traduit
souvent par un accroissement de la période de protection, parmi eux setrouvent : Lesacides
lactique, tartrique et ortho phosphorique et leurs sels de sodium, potassium ou calcium. Leurs

propriétés peuvent s'expliquer par un effet chélatant de métaux comme le fer ou lecuivre, dont
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on connait bien l'effet pro-oxydant a faibledose. Cependant, ce n'est peut-étre pas la seule

explication, car plusieurs de ces produits sont d'assez mauvais chélatants.

I1- 3 Les antioxydants naturels

Les antioxydants naturellement sont présents dans presque toutes les plantes, tous les micro-
organismes, les champignons et méme dans les tissus animaux. Le groupe le plus important
d’antioxydants naturel comprend la vitamine E (tocophérol), les flavonoides et autres
composés végétaux (Figure 2.) (Pelli & Lyly, 2003).
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Figure 2: Structures chimiques des antioxydants naturels (El kalamouni, 2010).
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I1l-  Systemes antioxydants endogenes :

I11- 1 systemes antioxydants enzymatiques

Les principaux systemes enzymatiques antioxydants (Figure 3) les plus efficaces chez les
mammiféres ainsi que chez les plantes sont la superxoyde dismutase, la catalase et le glutathion
peroxydase [Mates et al., 1999; Sharma et al., 2012].

Le r6le majeur du superoxyde dismutase ou SOD est de catalyser la dismutation des ions

superoxydes en peroxyde d’hydrogeéne et en oxygene moléculaire.

La catalase, essentiellement présente dans les peroxysomes et dans les érythrocytes, est

capable de transformer le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygéne moléculaire.

L’activité du glutathion peroxydase, ou GPx, est de détoxifier le peroxyde d’hydrogene et
d’autres hydroperoxydes d’origine lipidique en couplant la réduction de I’hydroperoxyde avec

I’oxydation d’un substrat réducteur [Delattre et al., 2005 ].

D’autres enzymes jouent un role non négligeable dans la lutte antioxydante, I’ensemble

formant un systéme complexe : glutathion réductase, thioredoxine reductase, glutathion

transferase...
Vitamine E
p—caroténe
p-caroténe Vitamine C
Vitamine E
Polyphénols

Reticulum Lysosome

Ubiquinone endoplasmique

Vitamine C

Peroxysomes

Catalase Mitochondrie

Glutathion réduit
Thioredoxine

Superoxyde
dismutase (Cu/Zn)

/’Of Ap /f /f’ Membranes

Glutathion I
peroxydases (Se) “°dSFp lipidiques Superoxyde dismutase (Mn)
Vitamine E
p-caroténe Polypheénols Adapte de LJ Machlin ef af.,

FASEB J, 1987

Figure 3: Schématisation des molécules intervenant dans les protections cellulaires
(adapté de LJ Machlinet al, 1987)

I11- 2 Systemes antioxydants non-enzymatiques

Pour les antioxydants non enzymatiques ils sont divisés en antioxydants métaboliques et

antioxydants nutritifs
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< Les antioxydants métaboliques: ce sont des antioxydants endogénes exemple,
I'acidelipoide, glutathion, L-arginine, coenzyme Q10, mélatonine, acide urique,
bilirubine, proteins chélatant les métaux, transferrine, etc.

« les antioxydants nutritifs: Ce sont des antioxydants exogéne exemples la vitamine E,
la vitamine C, les caroténoides, trace métaux (sélénium, manganese, zinc),polyphénols,

omeéga-3 et lesacides gras oméga-6, etc (Lien Al Pham-Huy et al., 2008)

- Les composés phénoliques:

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires dérivés du pentose phosphate
et du phenylpropanoide. lls sont omniprésents chez les plantes, ils sont une partie essentielle de
I'alimentation humaine. Structurellement caractérisés par la présence d'un noyau benzénique
portant un ou plusieurs groupements hydroxyles, pouvant étre acylés ou glucosylés. Ils peuvent
étre d'une simple molécule phénoliqgue a celle dun polymére complexe de haut
poidsmoléculaire et malgré sa diversité structurelle, le groupe de composés sont souvent
dénommé"polyphénols”. Les composés phénoliques présentent un large éventail de propriétés,
telles que antiallergénique,antiathérogene, anti-inflammatoire, antimicrobien, effets anti
thrombotiques,cardioprotecteurs et vasodilatateurs, et antioxydant qui dépend de ca structure,
en particulier desnature des substitutions sur les cycles aromatiques et de nombre et la position
des groups hydroxyles (Balasundram et al., 2006)

OH ]
R'_é—hﬂj{- -— —

Figure 04: Mécanisme d’action des antioxydants Phénolique (Balasundram et al.,
2006)

IV- Meécanismes d’action des antioxydantes

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de I’oxygene
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de

radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006).
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D’une manicre générale, un antioxydant peut empécher I’oxydation d’un autre substrat en
s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de

donneurs d’atome d’hydrogéne ou d’électrons souvent aromatiques cas de dérivés du phénol.

En plus leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la délocalisation
par résonance et par manque de positions appropriées pour Etre attaqué par 1’oxygene
moléculaire. Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en
complexant les catalyseurs, en réagissant avec l’oxygéne, ou des agents de terminaison
capables de dévier ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis
non radicalaires. D’autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant
rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-Ci ne puissent réagir avec un nouvel
acide gras. Tandis que d’autres antioxydants absorbent I’énergie excédentaire de 1’oxygene

singlet pour la transformer en chaleur (Yaacoub, 2009 ; Hellal , 2011).

Tableau 01 : Mécanisme d’action de quelque antioxydante

NATURE MODE D’ACTION
Defenses non enzymatiques | Vitamune E Neutralise les radicaux libres
v\'llalllllle C Participe aux réactions d'oxydoréduction

Béta carotene
Béta carotene

Beta carotene Fixation des métaux de
transition
Ubiquinone, acide urique...
Defenses enzymatiques Superoxyde dismutase Catalyse la dismutation de
[anion superoxyde
Catalase Meétabolise H,0,
Glutathion peroxydase Action réductrice sur H,0, et

les hydroperoxydes
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Figure 05: Apercu des espéces oxygénées activées (EOA) dérivant de I’oxygéne et
systemes de protection permettant de limiter I’effet toxique de ces espéces. GSH:
glutathion, CI-: anion chlorure; MPO: myéloperoxydase, SOD: superoxyde dismutase,

Se-GPx: glutathionperoxydase séléno-dépendante (Pincemail, 1998).

V- Les radicaux libres

V-1 Définition des radicaux libres

Un radical libre est un atome ou une molécule qui porte sur sa couche électronique
périphérique un ou plusieurs électrons non appariés, c¢’est-a-dire non couplés a un électron de

spin opposé. Cela entraine une trés haute réactivité chimique avec les éléments voisins. (1, 2)

Les espéces radicalaires sont électrophiles et vont chercher a arracher un électron a une
molécule voisine afin d’apparier leur électron célibataire. Cet état est donc seulement
transitoire, de I’ordre de la microseconde (3), car le radical va soit accepter un autre électron,
soit transférer le ou les électrons libres sur une autre molécule (lipide, protéine, acide
nucléique) afin de rapparier son ou ses électrons célibataires et d’obtenir ainsi un état plus
stable. (4) 1l s’agit donc d’un intermédiaire de réaction. Cela va entrainer une réaction en
chaine qui va produire de nouveaux radicaux libres car la molécule agressée par le radical libre

devient a son tour radicalaire.
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Les radicaux libres sont indispensables a la vie car ils participent a de nombreuses fonctions
physiologiques lors de la croissance ou de la défense de 1’organisme. En effet, ils participent au
fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a la défense
immunitaire contre les agents pathogénes, a 1’apoptose des cellules tumorales, au cycle
cellulaire, au fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la mémoire, a la

fécondation de l'ovule, a la régulation des genes. (5) L’organisme en produit en continu.

V-2 Formation des radicaux libres (6)

V-2.1 Réaction d’oxydoréduction

Les radicaux libres les plus courants possedent un seul électron célibataire. Ils peuvent étre
formés depuis une espece radicalaire qui subit une réaction d’oxydoréduction. Il y a alors perte
ou gain d’¢électron.

Oxydation : R-X=» R-X:*+e " =» Re+X'+e”
Réduction : R-X +e™=» R-Xe-=>» Re +X~

Le signe « * » représente 1’¢électron célibataire.

Un des exemples les plus connus est la réaction de Fenton qui fait réagir le fer ferreux et le
peroxyde d’hydrogene:

H202 + Fe*?=» HOe + OH™ + Fe*3

V-2.2 Rupture homolytique

La production de radicaux libres peut se faire également par rupture homolytique d’une
liaison covalente, ce qui entraine la formation de deux entités ayant chacune un électron
celibataire.

R-X = Re+Xe

La rupture homolytique est le partage symétrique du doublet de valence commun, par
opposition a la rupture hétérolytique qui donne naissance a des ions de charge opposee. Celle-
ci intervient le plus communément en phase gazeuse ou en phase liquide pour les molécules

ayant des liaisons peu polarisées.

La molécule de dioxygene est representative de ce type de rupture. L’énergie de liaison qui
relie les deux atomes d’oxygene (150 kJ mol-1) est relativement faible par rapport a la liaison
carbone-carbone (346 kJ mol-1). (7) Cette liaison étant fragile, elle est plus apte a subir une

rupture homolytique.
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V-3. Origine des radicaux libres

V-3.1. Origine endogene

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques, la plupart des
radicaux libres se forment au cours de métabolisme de 1’oxygene (réduction de l'oxygéne
moléculaire en eau) dans les mitochondries. Le passage d’une molécule d’oxygeéne a deux
molécules d’eau nécessite 1’action de quatre électrons selon 1’équation :

02+4¢ +4H 2 H20.

Cependant, et jusqu’a 5 % des cas, on peut assister a une réduction incompléte de
I’oxygeéne en eau. Cette réduction incompléte aboutit a la production de 1’oxygeéne singulet
(102) mais surtout de I’anion superoxyde (O2¢). La dismutation de O2+va donner naissance
au peroxyde d'’hydrogene (H202) puis indirectement au radical hydroxyl (¢*OH) (Pincemail,
2002 ; Valko et al., 2006).

Les radicaux libres peuvent également étre produits lors de la défense antibactérienne. Les
cellules phagocytaires (macrophages, neutrophiles...) activées pendant la réaction
inflammatoire, vont libérer un anion superoxyde O:¢. Ce phénomene est appelé la flambée
respiratoire. Les radicaux superoxydes formés peuvent alors subir eux aussi des

transformations donnant naissance aux dérivés oxygénés toxiques.

La régulation des fonctions cellulaires Iétales telle la mort cellulaire programmée
(apoptose). fait appelle aussi a la production endogénes des radicaux libre (Pincemail, 2002 ;
Valko et al., 2006).

V-3.2 Origine exogene

L’organisme humain est soumis a 1’agression de différents agents extérieurs capables de

donner naissance a des espéces oxygénées réactives (Favier, 2003) :

Les rayonnements UV (par ’intermédiaire d’agents photo sensibilisants) et les radiations
ionisantes induisent la syntheése de radicaux libres dérivés de 1’oxygene tels que O, OHe,

102 et de molécules génératrices de radicaux libres.

L’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2), des toxiques présents dans notre

environnement (suie, goudron, tabac, polluants industriels) sont également responsables de la
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synthése de radicaux libres. Ils sont a 1’origine d’une auto-oXxydation des acides gras poly-

insaturés (AGPI) des alvéoles pulmonaires (Favier, 2003).

Il a aussi ét¢ montré que I’ingestion d’alcool pouvait étre a 1’origine de la production de
radicaux libres. Ils sont produits au cours de I’oxydation de 1’acétaldéhyde. Mais aussi certains
médicaments anti-cancéreux antibiotiques (Favier, 2003 ; Mohammedi, 2005). L’infection au

VIH a pour effet d’accroitre la production de radicaux libres.

D’autres facteurs sont également capables de générer des radicaux libres dans I’organisme,
en citant, les rayonnements UV, les particules inhalées (amiante, silice) I'ingestion d'alcool, des

anticancéreux (Favier, 2003).

V-4 Nature des radicaux libres

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un role
particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux primaires. Les autres radicaux
libres, dits radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les

composés biochimiques de la cellule (Favier, 2003).

Du point de vue de la terminologie, il est souvent fait mention d’espéces réactives de
I’oxygene. Ces especes incluent non seulement des radicaux libres dérivés de 1’oxygene :
anionsuperoxyde (O2¢7), radical hydroxyle (*OH) , radical hydroperoxyle (HOZ2¢), radical
peroxyle (RO2¢) , radical alcoxyle(RO¢) , mais d’autres espeéces non radicalaires dérivées de
I’oxygene : peroxyde d’hydrogene (H202), acide hypochloreux (HOCI), Ozone (0O3), Oxygene
singulet (102), peroxynitrite (ONOO~) (Bonnefont-rousselotet al., 2003) , qui ne sont pas

réactives mais peuvent étre des précurseurs de radicaux (Favier, 2003).

Par ailleurs, tous les radicaux libres ne sont pas des dérivés de 1’oxygene, par exemple le
monoxyde d’azote (*NO) est un radical libre dérivé de 1’azote (Bonnefont- rousselot etal.,
2003). mais d’autres espeéces non radicalaires dérivées de I’oxygeéne : peroxyde d’hydrogéne
(H202), acide hypochloreux (HOCI), Ozone (Os), Oxygene singulet (10:), peroxynitrite
(ONOO") (Bonnefont-rousselot et al., 2003) , qui ne sont pas réactives mais peuvent étre des

précurseurs de radicaux (Favier, 2003).
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Il ne faut pas penser que tous les radicaux d'oxygene sont extrémement réactifs, cette
réactivité étant trés variable selon la nature du radical. Ainsi parmi les radicaux formés chez les
étres vivants, l'anion radicalaire superoxyde comme le monoxyde d'azote ne sont pas trés
réactifs, mais constituent des précurseurs d'autres especes plus réactives (Favier, 2003 ;
Bouhadjra, 2011).

NO ONOO- — = ONOOH — NO4-
OH®°
H02° \ NOz'
-
\ 020 Fe
02% — =+ H0, —=— OHO —— H0
020_4800 020_4
ks
H,O, OH® ———» RO,° ROOH
Cl {MPO 0,° {
HOCI RO®°

Figure 06: Formation en cascade des différentes espéces oxygénées réactives a partir du

radical superoxyde (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

V-5 La production de radicaux libres

V-5.1 La production intracellulaire

La production des EOR dans les cellules mammiféres découle de plusieurs sources possibles

(Figure 07) mais est essentiellement d’origine enzymatique.

I1 s’agit principalement de la NAD(P)H oxydase membranaire et du complexe enzymatique

mitochondrial de la chaine respiratoire.
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Cytochrome P450 et b5

« Oxygen burst »/
NADPH oxydase
Myeloperoxydase

Xanthine oxydase
Hémoeglobine

Lysosome

Reticulum
endoplasmique

Peroxysomes Mitochondrie

Oxydases
Flavoprotéines

Membranes

e Chaine respiratoire

Lipoxygénase A

Peroxydase Adapté de LJ Machlin ef af_,

Peroxydation lipidique FASEB J, 1987
Métaux de transition

Figure 07 : Sites de production intracellulaire des ERO (adapté de LJ Machlinet al.,
1987)

La NAD(P)H oxydase est une enzyme membranaire qui catalyse la réduction de 1’oxygene
selon :
NAD(P)H + 2 02— NAD(P)* + H*+2 O, "~

Les cytochromes P450, accepteurs terminaux d'électrons du complexe (IV) de la chaine de
transport des électrons, situés dans la membrane mitochondriale, catalysent la réaction :
02+4e” +4H+—2H20

Cette chaine de transport laisse fuir une certaine proportion d'électrons, environ 2 %, qui
vont réduire partiellement I'oxygéne pour aboutir a la formation du radical superoxyde :
0O2+1e-—02""

Compte tenu de I’intense activité de la chaine respiratoire dans les organismes aérobies, cette
fuite d’électrons semble devancer les activités de la NAD(P)H. De plus, dans les
mitochondries, 1’oxydation de coenzymes, telles que les flavoprotéines réduites, s’accompagne
d’une perte de protons et d’¢lectrons qui, par I’intermédiaire de la chaine de transport, sont
ensuite transférés a 1’02. La chaine de transport des électrons est composée de nombreuses
espeéces moléculaires et ioniques (les flavoprotéines, plusieurs cythochromes etc...) [Delattre et

al., 2005d].

D’autres sources peuvent également jouer un role dans la production de radicaux comme la
xanthine oxydase qui réduit I’oxygeéne moléculaire en ion superoxyde, les peroxysomes

quiposseédent plusicurs enzymes sources de peroxyde d’hydrogene et les lipo-oxygénases,
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enzymes de la voie de I’acide arachidonique qui permettent notamment la synthése des
prostaglandines, oxydent les acides gras pour donner des hydroperoxydes d’acide gras

insaturés [Delattre et al., 2005d].

Par ailleurs, au cours de la défense antibactérienne, les cellules phagocytaires activées par
une réaction inflammatoire vont produire un grand nombre d’ERO. De plus, il y a production
massive d’anion superoxyde par le mécanisme leucocytaire. C’est la flambée respiratoire. Les
NO synthases, a 1’origine du radical NOe, peuvent, sous certaines conditions, produire

également des anions superoxydes [Delattre et al., 2005b; Valko et al., 2006].

V-5.2 La production extracellulaire

L’environnement et le mode de vie sont également responsables de la création et de
I’accumulation de radicaux libres dans 1’organisme.
Ces facteurs environnementaux incluant des agents cancérogénes non-génotoxiques peuvent
directement, ou indirectement, étre impliqués dans la génération de radicaux libres
(xénobiotiques, activation des leucocytes..). Les rayonnements UV induisent la synthése de
02+, OH-,102 et d’H202 I’intermédiaire d’agents photosensibilisants [Sumaya Martinez,
2004].

L’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2) présents dans notre mode de vie
(tabagisme, radiations ionisantes, champs électriques, polluants industriels..), ainsi qu’une
alimentation « chimiquée » (raffinée, riche en graisses saturées et en sucre, consommation

d’alcool...), sont autant d’éléments favorisant la genése de radicaux libres [Mena et al., 2009].
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La partie théorique CHAPITRE IlI: Evaluation chimique de I’AO, in vitro

L’activité antioxydant ne doit pas étre conclue sur la base d'un seul mode¢le de test

antioxydant. Et en pratique, plusieurs essais in vitro procédures sont menes pour évaluer les
activités antioxydants avec les échantillons d’intérét. (Badarinath et al. 2010).

Plusieurs méthodes sont utilisées pour la détermination de 1’activité antioxydant,
nommeées d’aprés le nom de la substance utilisée comme source de radicaux libres, par
exemple : FRAP (Ferric reducing antioxidant power), ORAC (oxygen radical absorbance
capacity), TEAC(Trolox équivalent antioxidant capacity) ou ABTS (2,2- azinobis 3-
ethylbenzothyazoline 6- sulphonate) et DPPH+ (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl) etc. Il est a
indiquer que différentes méthodes donnent des résultats assez différents et devraient étre
appliquées préférentiellement pour la comparaison de produits similaires (Georgieva et
al.,2010).

I- Test DPPH

Le compose chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle, de formule chimique C;gH12NsOg et
de masse molaire M=394, 32 g/mol-1 fut 'un des premiers radicaux libres. Il posseéde un
¢électron non apparie sur un atome du pont d’azote (figure ci-dessous). Du fait de cette
délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des diméres, donc le DPPH reste dans
sa forme monomere relativement stable a température ordinaire. La délocalisation provoque
aussi la couleur violette bien caractéristique de la solution de DPPH. La mesure de I’efficacité
d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration violette, due a une

recombinaison des radicaux DPPH, mesurable par spectrophotométrie a 517 nm .

Le test DPPH® permet de mesurer le pouvoir antiradicalaire de molécules pures ou d’extraits
végétaux dans un systéeme modele (solvant organique, température ambiante). Il mesure la
capacité d’un antioxydant (AH, composés phénoliques généralement) a réduire le radical
chimique DPPH° (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) par transfert d’un hydrogéne. Le DPPH®,

initialement violet, se transforme en DPPH-H, jaune pale.
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n O e

OINQN'—N + A-H - OQN‘QH—N + A"
ﬁ ED

Figure 1 : Structure du DPPH et sa réduction par un antioxydant.

I-1 Principe :

La réduction du radical libre DPPH® (2,2’-diphenyle-1-picryl hydrazyl) par un antioxydant
peut étre suivie par spectrométrie UV- Visible, en mesurant la diminution de I’absorbance a
517 nm provoquée par les antioxydants . En présence des piégeurs dedicaux libres, le DPPH.
(2.2 Diphényle 1 picryl hydrazyl) de couleur violette se réduit en 2,2Diphenyl 1 picryl

hydrazine de couleur jaune .

Le 2.2-diphényl-1-picryhydrazyl (DPPH) est un radical stable et coloré, qui est Centré sur
I’azote .Son absorbance dans le visible se situe vers 510-517 nm dans I'éthanol L’ICs est
inversement lié a la capacité antioxydant d'un composé, car il exprime la quantité d'antioxydant

requise pour diminuer la concentration du radical libre de50%

Cette méthode introduite par Miller et Rice-Evans (1993) est basée sur lacapacité des
antioxydants a neutraliser le radical ABTS (sel d'ammonium del' acide 2,2'-azinobis-(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). La solution ABTS estobtenue en mélangeant I'ABTS
avec un oxydant (généralement le persulfate depotassium) qui donne une solution d'une
couleur bleu intense. La CA est mesuréecomme la capacité des composés tests a diminuer
I'intensité de la coloration obtenue apartir de I'ABTS en la comparant avec un antioxydant de
réference, le Trolox (acide 6-hydroxy-2,5, 7 ,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique) dont la
structure moléculairecyclique est similaire a celle de la vitamine E sans la chaine aliphatique.
La réduction del’ABTS (Figure 45) conduit a une décoloration du bleu de la solution ABTS
mesurée a 645-743 nm de la solution (Re et al. , 1999). Plus I'absorbance fmale est faible, plus

lavaleur TEAC est élevée, c.-a-d. plus I'antioxydant est efficace (Schlesier et al., 2002)

Cette méthode a pour avantages sa simplicité a mettre en ceuvre et sa rapidité. De plus, la
solution d’ABTS est soluble dans I'eau et dans les solvants organiques etn'est pas affectée par
la force ionique, elle peut donc déterminer la CA lipophile ethydrophile (Awika et al., 2003).

36



La partie théorique CHAPITRE IlI: Evaluation chimique de I’AO, in vitro

Préparation des solutions
Une solution de DPPH méthanolique est préparée extemporanément a 0,1 mM. Une solution

meére de Trolox® a 98 % de pureteé est réalisée a 5 mM dans le méthanol.
I- 2 Mode opératoire

Le test utilisé au laboratoire est basé sur celui décrit par Kordali et al. (2005) en y apportant
quelques modifications.

Avant le test, un balayage de 1’extrait a tester dans le domaine UV- visible est pré-requis a
différentes concentrations, afin de s’assurer, qu’a la longueur d’onde du test antioxydant
considéré, aucune interférence due a 1’absorption de composés initialement présents dans le
produit ne viendra perturber le test. Par la suite, pour déterminer le temps d’incubation optimal
pour chaque échantillon, 1’absorbance des extraits et du témoin négatif au cours de la réaction

est suivie cinétiquement a différentes concentrations.

Le test consiste donc a mélanger, dans un tube a hémolyse en verre, 3900ul de solution
DPPH avec 100ul d’extrait (ou de méthanol pour le témoin négatif). L’absorbance est mesurée

a 515 nm aprés avoir laissé incuber la réaction, a 1’obscurité, pendant 2h.

Expression des résultats

Apres avoir tracé la courbe d’aprés la formule qui suit :

Abs Trolox ® “
Abs méthanol

U5 Activite Antioxydante =1 — 100

On distingue que cette courbe présente deux zones, une partie linéaire, et une partie

asymptotique. La zone linéaire est de la forme :
% AO =a * [Trolox ¥]

A partir de cette formule, il est possible d’en déduire la concentration en Trolox® qui
permet de piéger 50 % des radicaux présents, soit de déterminer la CI50 en mg / |

(concentration minimale inhibitrice a 50 %) du Trolox® (Figure 36).

50
Clz;Trolox @ = =

« a » représente la pente de la régression linéaire.
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La CI50 des extraits est basée sur le méme mode de calcul que celui décrit précédemment.
La formule permettant d’exprimer I’activit¢ AO en mg équivalent Trolox® par gramme

d’extrait sec ou en équivalent Trolox® par gramme de matiére seche est la suivante :

CI:;Trolox ®

mg d'équivalent Trolox ®/g d'extrait sec = Tl < extrait x 1000

mg d'ET‘g de matiére séche = mg d'ET/g d'extrait sec x Rdt d'extraction

Application
La gamme étalon du Trolox® obtenue pour des concentrations allant de 10 a 80 uM, et la

droite d’activité antiradicalaire qui en découle, sont signalées dans la Figure 02.

Test DPPH du Trolox : courbe absorbance 95 Activité antioxydante en fonction de la
en fonction de la concentration en Trolox concentration de Trolox
1.20 - | ]
= £ 100 4 \f \
= L =
2 100 =
Wy =
—_ & B0 L .
w080 3 Zone linéaire Zone asymptotique
- &
o - 4
2 0.60 £ %
E =
5 040 - w40
£ =
< 020 | g 20
-
0,00 . | £ 0 . .
0 30 100 0 50 100
Concentration en Trolox (pM) Concentration de Trolox (uM)

130 - %o Activité antiradicalaire en fonction de la
= concentration de Trolox
o
.jL_; 100
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g
=
2 40 -
= 0 o AO=1,5912 x [Trolox]
= - R*=10,99534
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Figure 02 : Gamme étalon de Trolox® établie avec le test DPPH, et droite du
pourcentage d’AO du Trolox® (3)

Dans le cas présent, la concentration en Troloxe qui inhibe 50 % des radicaux DPPH est de 31,4
uM soit 7,8 mg/l (Figure 02).
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Test DPPH sur un extrait i tester %% Activité antioxydante de l'extrait testé
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Figure 3 : Courbes d'absorbance et de pourcentage d'AO obtenues pour un extrait dans le test
DPPH (3)

La CI50 de I’échantillon testé équivaut 25,2 mg/l, ce qui revient a 305,9 mg d’ET / g
d’extrait sec et 20,2 mg d’ET/ g de MS pour un rendement d’extraction de composés

phénoliques de 6,6 % (Figure 03).

I1- Le test FRAP

Le pouvoir antioxydant d’une solution comme le plasma est déterminé par le test FRAP ou
Ferric reducing ability of plasma. A faible pH et a 37°C, le complexe tripyridyltriazine ferrique
(TPTZ-Fe3+) est ajouté a 1’échantillon. Les antioxydants présents réduisent le complexe en sa
forme Fe2+ et son absorbance est lue a 593 nm toutes les 15 s durant une période n’excédant
pas 10 minutes. Ce test est rapide et donne des résultats répétables pour des solutions
biologiques ou pour des solutions pures d’antioxydants. La réaction est indépendante de la

concentration car la réponse est linéaire (Benzie et al., 1996).

II- 1 Méthode de FRAP :

L’activité antioxydante des deux extraits a été¢ évaluée en utilisant la méthode FRAP ; cette
derniere est un essai simple, rapide et reproductible. Il est universel peut étre applique aussi
bien chez les plantes et dans les extraits organique et aqueux (Li et al., 2008). Cette méthode
est basée sur la capacité des polyphénols a réduire le fer ferrique Fe3+ en fer ferreux Fe2+. La
puissance de réduction est I’un des mécanismes antioxydants (Karagozler et al., 2008).

Dans notre travail nous avons opté pour tester les différents extraits de citron et d’orange les
valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes pour chaque extrait d’aprés la courbe

d’étalonnage de I’acide ascorbique.
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I1- 2 Principe:

Les antioxydants sont déterminés par colorimétrie. Le complexe ferrique-tripyridyltriazine
est réduit en la forme ferreux-tripyridyltriazine en présence d’antioxydants; le complexe perd
sa couleur jaune pour un bleu foncé. Cette coloration mesurée a 595 nm est proportionelle a la
concentration en antioxydants présents dans les échantillons. La méthode est standardisée par
rapport au Trolox.

I11- Test de TRAP:

Le AAPH, 2,2-azobis-(2-amidinopropane) dihydrochlorure, est un générateur hydrophile de
radicaux libres (figure 04). Deux tests utilisent ’AAPH : TRAP. Dans le test TRAP (total
radical trapping antioxidant potential), ’AAPH est solubilis¢ en milieu aqueux avec
I’antioxydant et un indicateur qui devient luminescent lorsqu’il est oxydé a 37°C, comme le
luminol. La capacité des antioxydants a bloquer I’oxydation de I’indicateur est comparée a

celle du Trolox donnant une valeur TRAP. Ce test est utilisé pour déterminer la capacité

antioxydante du plasma et du sérum sanguin (Schlesier et al., 2002).

CH CH '
+H:)N\ i 3 i 3 NH;) - A
AAPH : SC=C—N=N-C—C{ R-N=N-R — N, +2R
HN - Chy CHy NH2 R +0, —» ROO’
e c—
R

Figure 04 : Génération de radicaux peroxyles a pa rtir du AAPH.

I11- 1 Méthode de TRAP (Total radical-trapping antioxidant
parameter):

I11- 1-1- Principe

Cette méthode est basée sur la protection fournie par les antioxydants sur la décroissance de

la fluorescence de la R-phycoérythrine (R-PE) au cours d'une réaction de peroxydation
controlée. La fluorescence de R-phycoérythrine est désactivée par ABAP (2,2' - azo-bis (2 -
amidino- propane) de chlorhydrate en tant que genérateur de radicaux. Ce stoppage de la
réaction est mesuré en présence d'antioxydants. Le potentiel antioxydant est évalué en
mesurant la décroissance de la décoloration selon GHISELLI et al. (1995) (NUR ALAM et al.,
2013).

40



La partie théorique CHAPITRE IlI: Evaluation chimique de I’AO, in vitro

IV- TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) avec
ABTS:

Cette méthode introduite par Miller et Rice-Evans (1993) est basée sur lacapacité des
antioxydants a neutraliser le radical ABTS (sel d'ammonium del' acide 2,2'-azinobis-(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). La solution ABTS estobtenue en mélangeant I'’ABTS
avec un oxydant (généralement le persulfate depotassium) qui donne une solution d'une
couleur bleu intense. La CA est mesuréecomme la capacité des composes tests a diminuer
I'intensité de la coloration obtenue apartir de I'ABTS en la comparant avec un antioxydant de
référence, le Trolox (acide 6-hydroxy-2,5, 7 ,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique) dont la
structure moléculairecyclique est similaire a celle de la vitamine E sans la chaine aliphatique.
La réduction del’ABTS (Figure 05) conduit a une décoloration du bleu de la solution ABTS
mesurée a 645-743 nm de la solution (Re et al. , 1999). Plus I'absorbance fmale est faible, plus

lavaleur TEAC est élevée, c.-a-d. plus I'antioxydant est efficace (Schlesier et al., 2002)

Cette méthode a pour avantages sa simplicité a mettre en ceuvre et sa rapidité. De plus, la
solution d’ABTS est soluble dans I'eau et dans les solvants organiques etn'est pas affectée par
la force ionique, elle peut donc déterminer la CA lipophile ethydrophile (Awika et al., 2003).

N =
T,
- s N= e}
HO™ s & ABTS
7 “OH
le)
- +e
N’K vy
o [ T 0=n _ X
HO™ % - N:<s 0
o {
F~oH ABTS*

Figure 05 : Oxydo-réduction de I'ABTS en ABTS-+ (Christopher et al., 2014)

Cependant, le principal inconvénient de la méthode TEAC avec I’ABTS est que laméthode
est basee sur I'hypothése que les réactions d'oxydo-reductions se déroulentrapidement, de sorte
que toutes les réactions soient terminées entre 4 et 6 minutes.Toutefois, il existe des réactions
d'oxydo-réductions plus lentes. Donc la méthode n'estpas adéquate pour toutes les réactions, ce
qui peut donner des valeurs de CA erronées sion lit avant la fin de la réaction (Prior et al. ,

2005)
41



La partie théorique CHAPITRE IlI: Evaluation chimique de I’AO, in vitro

Van den Berget et ses collaborateurs (1999) ont conclu que«l'évaluationquantitative de la
CA en utilisant la méthode TEAC peut étre difficile, voire impossible« mais elle peut étre

utilisée pour fournir un ordre de classement des antioxydants

V- Test ORACFI:

Le test ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) est applicable aux solutions
biologiques comme le plasma sanguin et des extraits de fruits et 1légumes (Prior et al., 2003). Il
permet de mesurer séparément, a partir d’'une méme solution biologique, la capacité
antioxydante des composés hydrophiles et lipophiles qui la composent, aprés séparation par
une extraction a 1’hexane.

Préparation des solutions a caractére hydrophile

Une solution mere de fluorescéine ou FIna de travail a 1 mM (qui peut étre conservée au
congélateur) est préparée extemporanément dans une solution tampon phosphate a 75 mM et
pH 7,4. Les solutions fille a 1 uM et petite-fille & 30 nM qui en découlent sont aussi realisées

dans la solution tampon phosphate.

La solution de 2,2’-azobis (2-méthyl-propionamidine) dihydrochloride ou AAPH est
fraichement préparée avant ’injection dans un tube a hémolyse en y déposant 42,4 mg de
poudre dans 1 ml de solution tampon phosphate.

Enfin, une solution mére tamponnée de Trolox® a 1 mM est réalisée.

Préparation des solutions a caractére amphiphile/lipophile

Une solution de cyclodextrineméthylée (RMCD) (7 % (w/v)),et une solution de Trolox®
sont préparées dans un mélange acétone/eau a 50 % (v/v). Une solution fille de Trolox® de
100 uM a 20 % (v/v) est réalisée dans la solution de RMCD. Le mélange est ensuite mis sous
agitation pendant 1 h a température ambiante, et a I’abri de la lumiére pour le tracé de la droite
d’étalonnage. Ces proportions seront, ensuite, conservées pour les études des extraits du
mésocarpe du fruit du patawa. Les solutions de travail de Fina (Fluorescéine di-sodique ) et
d’AAPH2,2’-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride sont realisees suivant le procéde décrit

précédemment.

Mode opératoire
Le test ORACFL est appliqué aux extraits présentant un caractere hydrophile en suivant la

méthode développée par Ou et al. (2001). Il en existe une variante qui consiste a introduire la
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[J-cyclodextrineméthylée pour permettre la solubilisation d’antioxydants lipophiles en solution

aqueuse par formation de complexes d’inclusion (Figure 06) [Huang et al., 2002].

Figure 06 : Formation de complexes d’inclusion de cyclodextrines (o (n =6), p (n=7), vy (n =8))
avec une molécule invitée.

Le test consiste a melanger, directement dans les cuves en verre, 200 ul d’extrait dilué ou de
méthanol avec 2000 ul de solution FINa. Les cuves sont alors placées dans le passeur
d’échantillon sous agitation mécanique a 37°C. Deux cents ul de solution d’AAPH sont,
ensuite, ajoutés au milieu pour déclencher la génération de radicaux libres. Une mesure de
fluorescence (Aexcitation = 485 nm et Aémission = 520 nm) est effectuée toutes les minutes

pendant 30 min.

Droite d’étalonnage, et expression des résultats
Chaque concentration d’échantillon génére une courbe cinétique différente. Ainsi, les aires
sous les courbes de chaque échantillon reflétant les cinétiques de réaction sont-elles calculées

avec la formule suivante :
AUC =1 + fi/fo+ foffo+ ... + f2offo + f30/fo

avec fo = la fluorescence initiale lue a 0 min et fi = la fluorescence lue au temps i

Le résultat est alors exprimé en aire nette (AUCnette) que 1’on obtient avec la formule
suivante :

AUC nette = AUC échantillon — AUC blanc
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Il est donc possible de tracer une droite d’étalonnage de la forme a partir de solutions de
Trolox® aux différentes concentrations. Elle a, alors, pour équation : AUC nette = a x
[Trolox®] + b.

« a » représente la pente et « b » ’ordonnée a 1’origine de la régression linéaire.

Le calcul de I’activité AO d’un extrait d’une concentration donnée est également basé sur la
détermination de son AUC nette. En reportant cette AUCnet sur la droite d’étalonnage du

Trolox®, le résultat peut finalement étre exprimé en pumol d’équivalent Trolox® par gramme

d’extrait sec et par gramme de matiere seche.

Application

Les aires sous les courbes de déclin de fluorescence de différentes concentrations de

Trolox® permettent d’aboutir a une droite d’étalonnage de 0 a 100 uM (Figure 07).

Courbe de déclin de la fluorescence du Droite d'étalonnage du Trolox dans le test ORAC
Trolox dans le test ORAC 70 -
1000+
a0 -
800 )
50 4
@
- | 3
S 600 41 oM 40 |
E' Iil 20uM o N
2 400 { | 40pM =
5 \ ——60uM 20 4
= 200 ——80uM AUC nette = 0,626 [Trolox®] + 2,174
— 100uM 10 R®= 0,995
0 4 S— - 0 T T 1
0 10 20 20 0 0 50 100 150
Temps (min) Concentration en trolox (uM)
AUC nette

Figure 07: Courbes de déclin de fluorescence, et droite d'étalonnage du Trolox® dans le test
ORAC.
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Un tableau montrant les mesures des intensités fluorescentes pour chaque échantillon du test:

Intensité Intensité Intensite
fluorescente | fluorescente | fluorescente | Moyenne | o
1 2 3

échantillon
a tester

[
(]

1335 1373 1335 134.8

Il ressort de la droite d’étalonnage que I’AO équivaut a 1966,6 uM ET/g ES ou 492,2 mg
ET /g ES soit 32,5 mg ET /g MS en considérant le rendement d’extraction.
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CHAPITRE IV:

Synthese bibliographique sur I'activitée

antioxydante de déerivés bases de Schiff



Les propriétés biologiques des bases de Schiff peuvent étre attribuées a difféerents
groupements présents dans leurs structures, a savoir I’azométhine (C=N), I’hydroxyle (OH),
méthoxy, les halogeénes ainsi qu’a certains hétéroatomes constituant les parties cycliques de la

molécule, tels que 1’azote, I’oxygene et le soufre [1].

Les groupes imine ou azométhine sont présents dans divers composés naturels, dérivés
naturels et non naturels. Le groupe imine présent dans ces composeés s'est avéré critique pour

leurs activités biologiques [2].
I- Activité anti-oxydante

Sashidhara et al [3] ont préparé et évaluées in vitro pour leur activité antioxydante une série
de bases de Schiff a base de la benzocoumarine. Au cours du dépistage antioxydant, le

compose a présenteé une activité antioxydante (Figure 1).

De plus, Roya Ranjineh Khojasteh a étudié les effets de I'activité antioxydante des trois
bases de Schiff tétradentées, contenant de I'éthane-1,2-diamine, la propane-1,3-diamine et la
butane-1,4-diamine comme partie amine et le salicylaldéhyde, et leurs complexes Cd(Il)

correspondants (Figure 1)[4].
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Figure 1: Structures chimiques des bases de Schiff ayant une activité anti-oxydante

Li et al.[5] ont rapporté des capacités antioxydantes des bases de Schiff de ferrocényle
comprenant  1’o-(1-ferrocényl  éthylidéneamino)phénol  (OFP), le  m-(1-ferrocényl
éthylideneamino)phénol (MFP) et le p-(1-ferrocényl éthylideneamino)phénol (PFP). L'OFP, le
MEFP et le PFP possédaient des activités similaires pour piéger le DPPH et ’ABTS+.

L'introduction du groupe ferrocényle sur la base de Schiff a augmenté I'efficacité
antioxydante plus remarquablement que les bases de Schiff du benzéne.



Trés récemment; Chabane et al [6] ont publié un travail sur I’activité antioxydante, pour une

nouvelle famille de dérivés 2-hydroxy bases de Schiff benzothiazolinoniques par le DPPH en

vue de leur valorisation en tant qu’antioxydants (Figure 2)
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Figure 2: Structures chimiques des derivés 2-hydroxy-bases de Schiff

benzothiazolinoniques ayant une activité anti-oxydante

Tous les composeés testés peuvent étre considérés comme inhibiteurs potentiels du radical

DPPH. Le composé le plus performant est le composé (6i) porteur de groupement brome en

position 5 du noyau aromatique. La présence de groupement méthoxy supplémentaire sur le

phényle du motif benzaldéhyde, affecte positivement I’activité antioxydante. En résumé les

composés 6i et 6¢ sont les plus intéressants.

Les radicaux libres sont produits dans certaines conditions environnementales et pendant les

fonctions cellulaires normales du corps. Les antioxydants jouent donc un réle important pour

protéger le corps humain contre les dommages par réactif espéces d'oxygene. La capacité des

bases de Schiff et de leurs complexes métalliques a récupérer gratuitement les radicaux est une

propriété importante [7]. Actuellement, un certain nombre de Schiff-base les complexes

métalliques ont été étudiés comme antioxydants.



Une nouvelle série d'antioxydants multipotents (MPAOQO), a savoir la base de Schiff 1,2,4-
triazoles liés a I'élimination des radicaux libres dérivés de I'oxygéne hydroxytoluéne butylé
(BHT) (Fig.3) ont été synthétises et leurs activités antioxydantes ont été évaluées par 1,1-
diphényl-2- méthode picrylhydrazyl (DPPH)

lipophilic antioxidants
(il lovingfnon polar)

|!}'|.i: u]ahi]in.' anticeidants
(water loving/polar)

Figure 3: Conception rationnelle des bases-1,2,4-triazoles de Schiff portant des

groupements BHT [8]

Les activités antioxydantes des bases-1,2,4-triazoles de Schiff synthétisées dans cette étude
peut étre divisé en trois classes. 4- (3,5-Di-tert-butyl-4- hydroxybenzylideneamino) -3 - ((3,5-
di-tert-butyl-4-hydroxybenzylthio) méthyl) -1H-1,2,4-triazole-5 (4H) -thione (4), 4- (3,5-Di-
tert-butyl-2-hydroxybenzylideneamino) -3 - ((3,5-di -tert-butyl-4-hydroxybenzylthio) méthyl) -
1H-1,2,4-triazole-5 (4H) -thione (5) a présenté trois fois un effet de piégeage de BHT sur
DPPH. La haute activité peut étre expliquée par la résonance effets stabilisants de 'EDG et de
I'nydrazone sur le radical phénoxy a I'anneau B. L'activité plus élevée du composé 4 est due a
l'augmentation effet d'encombrement stérique fourni par les deux groupes butyle ortho-tertiaire,

qui stabilisent le radical antioxydant phénolique (Fig. 4) [8].
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Figure 4: Schéma de synthése pour la formation de 4-amino-3 - ((3,5-di-tert-butyl-4-
hydroxybenzylthio) méthyl) -1H-1,2,4-triazole-5 (4H) -thione (1) [8]

En composé 5, on pense gqu'une liaison hydrogéne intramoléculaire entre le I'hydrogene
phénolique avec l'azote imine défavorise le piégeage du DPPH activité, en raison de la liaison
accrue de l'atome d'hydrogene phénolique [9]. Il a été constaté que la liaison H stabilise les
phénols, par conséquent, I'énergie nécessaire pour extraire I'atome d'hydrogéne de 'O — H est

plus grand que dans le phénols non liés par H [10].

Ainsi, le groupe OH du composé 5 présentait de fortes liaisons hydrogéne avec le groupe
imine C = N, et I'atome N de C = N, qui pourrait en la théorie augmente le BDE en stabilisant
la forme amine, ce qui rend I’approche des radicaux peroxyle du groupe O-H plus difficile pour

les stériques les raisons.

3- ((3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxybenzylthio) méthyl) -4- (2,3,4-
triméthoxybenzylideneamino) -1H-1,2,4-triazole- 5 (4H) -thione (2) et 3- ((3,5-Di-tert-Butyl-4
hydroxybenzylthio) méthyl) -4- (3,4,5-triméthoxy benzylidéneamino) -1H-1,2,4-triazole-5
(4H) -thione (3), a montré niveaux significatifs d'inhibition par rapport au BHT, donnant un
DPPH inhibition de 68,13% pour 2 et 74,32% pour 3, alors que le BHT a donné une valeur de
25,23% [8]. Aucun de ces composés ne contient d'hydroxyle phénolique groupe sur le cycle B,
mais ils peuvent augmenter la stabilisation du cycle phényle, en raison de la résonance de
formation des radicaux stabilisés. Le radical DPPH activité de piégeage de la 4- (4-
(Benzyloxy) benzylideneamino) -3 - ((3,5-ditert-butyl-4 hydroxybenzylthio) méthyl) -1H-
1,2,4-triazole-5 (4H) —thione (6), 4- (Biphényl-4-ylméthyléneamino) -3 - ((3,5-di-tert-butyl-4



hydroxy benzylthio) méthyl) -1H-1,24-triazole-5 (4H) -thione (7), 4- (4-Chlorobenzy
lideneamino) -3 - ((3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzylthio) méthyl) -1H- 1,2 4-triazole-5 (4H) -
thione (8) est sensiblement inférieure a celle du d'autres, mais mieux que I'antioxydant standard

(BHT), en raison de leur effets stabilisants fondés sur la résonance [11].

Tous les composés se sont montrés meilleurs activité de piégeage par rapport a l'antioxydant
standard (BHT). Ce peut étre di a la présence de plus d'une fonction antioxydante groupe dans
la structure des bases-1,2,4-triazoles de Schiff. pourrait jouer un réle vital dans la réparation
des dommages cellulaires, empéchant divers maladies humaines et application thérapeutique

médicale [8].

L'activité antioxydante du bis (N- (3-méthoxy-salicylidéne) -4-aminophényl) éther (H2L) et
de ses complexes Mn (l11) et Cu (Il) a été réalisée en utilisant DPPH, ABTS, superoxyde et

piégeage des radicaux hydroxyle.

Le effets inhibiteurs des composeés testés augmentés en fonction de la dose maniere. Cu (1)
affiche une meilleure activité de piégeage de DPPH par rapport a ceux du complexe ligand et
Mn (IIT). [Mn (HL) 2 (H20) 2] 0,5(C10a4) o,sradical hydroxyle piégé plus grand que le ligand qui
peut étre attribuée a la contribution significative des unités hydroxyle [12] et la fonction
chélatrice des molécules organiques aux ions métalliques [14]. Simultanément, Cu.L> montre
une activité antioxydante plus élevée que HaL, qui peut étre due a la contribution significative
des unités hydroxyle [13] et l'effet de I'ion cuivre. Les résultats ABTS indiquent que
Cu:Laprésente propriétés antioxydantes supérieures a H:L et [Mn (HL) 2 (H20) 2] 0,5(C1Oa)
0,s[15].

De nouvelles bases de Schiff [3-4 (a-d)] (Fig. 5) ont été synthétisées en faisant réagir des
cycles bistriazole possedant des composés avec quatre aldéhydes aromatiques et bien
caractérisé par des données spectroscopiques et des analyses élémentaires. Tous les les
composés nouvellement synthétisés ont été sélectionnés pour leur antioxydant activités par

DPPH et Phosphomolydenum réduisant le pouvoir antioxydant (PRAP) méthode.
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Figure 5: Voie synthétique pour la préparation des composés 3-4 (a-d) [16]

Tous les composés ont présenté des activités de piégeage modérées. Le composé 3c a
montré la valeur Clso la plus faible avec 0,781 = 0,01 mg / mL et la valeur d'absorbance PRAP
la plus élevée 2,0279 + 0,049 suivie du composé 4c indiquant leur potentiel antioxydant [16].

Une série de bases de Schiff de dérivés 4- (méthylthio) benzaldéhyde ont été synthétisés et
leur activité antoxydante a été évaluée par Elimination des radicaux DPPH. Le systéme
cycliqgue aromatique avec des halogénes comme chlore ou fluor dans le (E) -N- (4-
(méthylthio) benzylidene) -4-bromo-2- chloro-6-méthylbenzénamine, (E) -N- (4- (méthylthio)
benzylidéne) -4- chloropyridin-2-amine et (E) -N- (4- (méthylthio) benzylidene) -3-chloro- La
5- (trifluorométhyl) pyridin-2-amine, s'est avérée plus active que autres composés de la série.
Groupe thiazole dans (E) -N- (4- (méthylthio) benzylidéne) thiazol-2-amine et groupe
thiadiazole dans (E) -5- (4- (méthylthio) benzylideneamino) -1,3,4-thiadiazole-2-thiol, se
trouvent a étre une activité antioxydante similaire. Composés (E) -N- (4- (méthylthio)
benzylidene) -3,5-dibromopyrazin-2-amine, (E) -N1- (4- (méthylthio) benzylidéne) -4-méthyl-
N3- (4- (pyridin-4-yl) pyrimidin- 2yl) benzene-1,3-diamine et (E) - (4- (méthylthio)



benzylidéne) -3- (2- la méthyl-5-nitrophényl) guanidine a montré une activité antioxydante
moderée. La nature des groupes fonctionnels est cruciale pour l'activité biologique [17]. (E) -2-
(4- (méthylthio) benzylidéneamino) -6-méthylpyrimidin-4-ol ont montré une activité
d'inhibition radicale plus élevée en raison de la présence d’hydroxy groupe dans son cycle

aromatique [18].

Activités antioxydantes du 4,8-diméthyl-2- (salicylidenethiosemicarbozone) quinoléine et
ses Ni (1) et Co (Il) complexes ont été étudiés dans (DPPH). Le complexe Ni (Il) présentait
une bonne activité de piégeage alors que le complexe Co (Il) présentait une activité modérée
que le ligand. L'activité de piégeage plus élevée du complexe Ni (Il) sur comparaison au
ligand, pourrait étre due & la coordination du métal avec azométhine azote et oxygéne

phénolique du ligand [19].

Un ligand de base de Schiff dérivé du L-tryptophane et du 2’- hydroxyacétophénone et ses
complexes Co (II), Ni (II), Cu (1) et zZn (Il) (Fig. 6) ont été préparés. Leur activité
antioxydante a été criblée par DPPH méthode. Tous les complexes présentaient un balayage
modéré (30 & 40%) activité. L'ordre de I'activité de balayage est [CuL (tmen)]> [NiL (tmen)]>
[ZnL (tmen)]> [CoL (tmen)] [20].

Bases de Schiff de carboxyméthyl chitosane et 4-hydroxy benzaldéhyd avec ses complexes
métalliques [Cu (1), Ni (I1)] ont été criblés pour leur activités antioxydantes par méthode
DPPH. L'ordre de l'activité de nettoyage est [CMC-SB1-Ni]> [CMC-SB1-Cu]> CMC-SB1
[21].

Activité antioxydante de (3E) -3 - [(2 - {(E) [1- (2,4- dihydroxyphényl) éthylidene] amino}
éthyl) imino] -1-phénylbutan-1- un (DEPH2) et ses complexes métalliques [Co (I1), Ni (1), Zn
(11), Cu (11)] étaient examiné par la méthode DPPH et ABTS.
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Oun =2 pour Cu (I), Co (1) et Zn (I1); n = 3 pour Ni (I1)
Figure 6: Structure des complexes de métaux de base de Schiff [22]

Les complexes métalliques (I1) ont montré une activité plus élevée que celle du Schiff libre
base DEPH2. L'activité antioxydante accrue des complexes peut étre attribué a I'effet attracteur
d'électrons des ions métalliques qui facilite la libération d’hydrogene pour réduire le radical
DPPH. L'ordre de l'activité de nettoyage est Vit. C> Cu (DEP)> Ni (DEP) = Rutine> Co
(DEP)> Zn (DEP)> base de Schiff (DEPH2) et celle de I'ABTS est: BHT> DEPH2> Cu
(DEP)> Zn (DEP)> Rutine> Ni (DEP)> Co (DEP). Les échantillons de test a présenté une
activité de piégeage d'inhibition modérée a plus élevéee que la rutine et BHT a la concentration
la plus faible (100 pg / mL) avec Cu (DEP) possédant la puissance la plus élevée (ICso = 2,11 +
1,69 uM). Le amélioré l'inhibition affichée sur le radical DPPH montre que les composés sont
capable de donner des électrons pour neutraliser les radicaux libres et donc, pourrait étre agents
thérapeutiques prometteurs pour le traitement des maladies pathologiques et les conditions

causees par des radicaux excessifs ou un stress [22].

Trois bases INH Schiff ont été préparées et leur activité antioxydante a été étudiée en
utilisant la méthode DPPH. Les composés ont montré une augmentation significative de
I'élimination des radicales libres activités de maniere dose-dépendante. INH Schiff base 1 et

INH Schiff base 3 ont montré des propriétés antioxydantes considérables (Fig. 7) [23].

5-méthylpyrazine-2-carboxylate, 5-méthylpyrazine-2-carbohydrazide et une série de bases
d'hydrazone Schiff ont été synthétisées et testées comme antioxydants utilisant la méthode
DPPH.
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Figure 7: Schéma de synthese [23]

Le composé le plus actif était le 5-méthylpyrazine-2- carbohydrazide (Fig. 8) mais a un
niveau de concentration hautement toxique [24]. Complexes de Zn (I1), Fe (1) et Mn (11) de (E)
-éthyl-2- (2-hydroxy-3- méthoxybenzylideneamino) -6-méthyl-4,5,6 tétrahydrobenzo [b]
thiophene-3-carboxylate (HL) ont été synthétisés et caractérisés par analyses élémentaires,
susceptibilité magnétique, conductance molaire, infrarouge, ultraviolet visible, résonance
magnétique nucléaire, techniques de masse et analyses thermogravimétriques. Les propriétés

antioxydantes des complexes ont été étudiées a l'aide des dosages DPPH, FRAP et ABTS.
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Figure 8: Méthode générale de synthése des hydrazones [24]

et ses complexes métalliques [26] L'ordre de l'activité de piégeage est: acide ascorbique>
BHA> BHT> [FeL:] - H.O0> [Zn:LCls (H20) 5] - 6H0> L> [MnLCl (Hz0) 2] - 2H:0 en 30 pg /
mL d'échantillon a tester. L'activité de piégeage des radicaux ABTS'* était diminué dans
I'ordre suivant: acide ascorbique> BHT> BHA> > [MnLCl (H20) 2] - 2H20> [FeL:] - H20



dans 30 pg / mL d'échantillon a tester. Zn (II) complexe n'a pas montré d'activité¢ de piégeage

des radicaux ABTS " significative.

Seul le ligand a piégé efficacement les radicaux ABTS-* Réduire la puissance du ligand et
de ses complexes metalliques ont été augmentés comme le standard antioxydants en
augmentant la concentration dans le piégeage des FRAP. Le réduction du pouvoir des
échantillons et des antioxydants standard diminué dans le ordre de BHA> BHT> Acide
ascorbique> L> [Fel:] - H.O> [Zn.LCl: (H20) 5] - 6H.O > [MnLCl (H20) 2] - 2H20 en
présence d'un échantillon de test de 30 ug / mL (Fig. 9) [25].
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Figure 9: Schéma de synthése du ligand [25]

4-aminobenzénesulfonamide  1,3-benzodioxole-5-carbaldéhyde  Schiff base et sa
composition métallique Fig.10 Synthese du 4-aminobenzenesulfonamide 1,3-benzodioxole-5-
carbaldéhyde et ses complexes métalliques [26]. Les plex ont été criblés pour leurs activités
antioxydantes en utilisant la méthode DPPH.
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Figur 10: Synthese du 4-aminobenzénesulfonamide 1,3-benzodioxole-5-carbaldéhyde



Tous les complexes métalliques on montré une activité antioxydante améliorée comme
comparé a celui du ligand libre. L'activité antioxydante du synthétisé les composés suivent
dans l'ordre L <L-Cd <L-Ni <L-Zn <L-Cu [26].

capacités antioxydantes d'un nouveau ligand de base de Schiff N- (4- phénylthiazol-2-yl) -
2- (thiophén-2-ylméthyléne) hydrazinecarboxamide et ses complexes Cu (1), Co (1), Ni (1) et
Zn (1) ont été évalués par DPPH méthode. Le ligand de base de Schiff et ses complexes Cu
(11, Co (I1) ont présentait une bonne activité antioxydante, alors que les complexes Ni (II) et
Zn (1) ont montré une activité modérée. L'activité de balayage est la concentration a charge
[27].

Les complexes de chlorure d'étain (I1) avec divers dérivés de base de Schiff de Le 2-
hydroxy-1-naphtaldéhyde (HN) a été synthétisé et criblé pour leurs activités antioxydantes par
méthode DPPH. Tous les complexes ont montré bonnes activités antioxydantes et activités

antioxydantes élevées que leur ligands correspondants [28].

Une base de Schiff dérivée de la ciprofloxacine et de ceémicarbazide et son Le complexe de

cuivre (I1) a été synthétisé, puis testé pour son antioxydant activités utilisant DPPH.

Le ligand de base de Schiff et son complexe de cuivre ont montré une action de piégeage
des radicaux, cela peut étre dd a la présence de groupes> NH qui peut donner un électron ou un

atome d'hydrogéne a DPPH et former un radical libre stable [29].

3 - (((2-hydroxyquinolin-3-yl) méthyléne) hydrazono) indolin-2 une base de Schiff
(HQMHI) obtenue par condensation d'isatine monohydrazone avec 2-hydroxyquinoléine-3-
carbaldéhyde et son métal les complexes de Co (I1), Ni (1), Cu (11), Zn (11), Cd (1I) et Hg (I1)
ont été criblés pour leurs activités antioxydantes selon la méthode DPPH. Tous les complexes
métalliques nettoie efficacement que le ligand montrant d'excellentes propriétés antioxydantes
[30].

Bases de Schiff de sulfanilamide et de ses cuivre, zinc et cadmium complexes ont été testés
comme antioxydant. Le métal cuivre et zinc complexes ont montré une puissante activité
antioxydante. Alors que le métal les complexes de cadmium ont montré une activité
antioxydante modérée [31]. Le l'activité antioxydante marquée des complexes pourrait étre due
a la coordination de métal avec le systéme cyclique condensé, augmentant sa capacité a

stabiliser les électrons non appariés et, ainsi, eliminer les radicaux libres [32].



I- 1 Radical libre les propriétés Antioxydant d'un Schiff base et leur complexes

meétalliques :

Les radicaux libres ont été impliqués dans la causalité de plusieurs maladies a dommages
oxydatifs, telles que la cirrhose du foie, l'athérosclérose, le cancer, le diabéte et le
vieillissement. Antioxydant fait référence a un composé qui peut inhiber I'oxydation de lipides
ou dautres molécules en empéchant l'initiation ou propagation de réactions oxydatives en
chaine et peut ainsi prévenir ou réparer les dommages causés aux cellules du corps en oxygene
[33]. La production de ce radical libre pourrait entrainer la paroi cellulaire et '’ADN dommage,
conduisant a des maladies chroniques, telles que les cancers et maladie cardiovasculaire,
lorsqu'elle est présente a des concentrations excessives dans le systeme humain, car le corps
pourrait ne pas étre en mesure de contrdler son effet ([34], [35]). Les antioxydants a base de
métaux ont récemment attention pour leur capacité a protéger les organismes vivants et les
cellules des dommages causés par le stress oxydatif ou le piégeage des radicaux libres [36].
L'activité antioxydante (antiradicalaire) d'un composé préparé synthétiqguement peut étre

mesuré en utilisant sa capacité de récupération a piéger librement radicaux [37].

I-1.1 Les propriétés antioxydantes de la base ligand de Schiff
s Composés polyphénoliques:

Gwaram et coll. (2012) ont rapporté la synthése, antioxydant activités et structures
cristallines aux rayons X des ligands de base de Schiff dérivé de la réaction de condensation de
I'nydrazide galliqgue avec des dérivés de pyridine et d'acétophénone aux cOtés de leurs
inhibition de I'acétylcholinestérase et activité antioxydante.

La réaction de I'hydrazide gallique avec des hydroxyacétophénones et des analogues de
pyridine sélectionnés a entrainé la précipitation des composés polyphénoliques correspondants:
N- (1- (5-chloro-2-hydroxyphenyl) -éthylidene) -3,4,5-trihydroxybenzohydrazide, N- (1- (5-
bromo-2-hydroxyphényl) - éthylidéne) -3,4,5-trinydroxybenzohydrazide, N- (1- (2- acide
hydroxy-5-méthoxyphényl) -éthylidéne) -3,4,5-trihydroxybenzohydrazide, 3,4,5-
trihydroxybenzoique [1-pyridyléthylidene] hydrazide et [1- (4-acétyl-pyridin-2-yl) -éthylidéne]
hydrazide d'acide 3,4,5-trihydroxybenzoique.



L'antioxydant réducteur de radicaux libres et de ferrique DPPH les dosages de puissance
(FRAP) ont revelé que les nouveaux dérivés cétoniques des bases de Schiff dérivées de

I'nydrazide gallique possedent fortes activités antioxydantes [38].

I-1.2 Les activités antioxydantes de base Schiff symétrique

complexes minéraux:

s Complexes Ln (111)

L'activité de piégeage des radicaux libres DPPH * de Ln (111) complexes du type [LnL
(NO3) 2 (H20) x] (NO3), ou Ln (111) = Nd, Dy, Sm, Pr, Gd, Th, La et Er, x = 0 pour Nd et Sm,
1 pour La, Gd, Pr, Nd et Dy, et 2 pour Th, préparé a partir de la condensation de 2-hydroxy-1-
naphtaldéhyde avec o-phénylenediamine dans un rapport molaire de 2: 1 (1) [39] a été
signalée. Il a été observé que l'activité antioxydante des complexes Ln (111) sur DPPH * dépend
de la concentration et posséde une activité plus élevée que celle de le ligand libre L.En outre, il
a été constaté que Dy (II1) et Th (I11) les complexes affichent les activités de récupération les
plus élevées, alors que les complexes La (I11) et Pr (111) affichent les plus faibles activités, qui
pourraient étre dues a l'effet de taille ionique, indiquant que l'activité de piégeage du DPPH *

des complexes Ln (111) dépend de I'ion métallique central [39] .

Le ligand de base de Schiff N- (2-hydroxylacétophénone) -3-oxapentane-1,5-diamine (HL)
et son complexe Ni du type [Ni2 (L) 2 (NOs) 2] ont été synthétisés et évalués pour les
propriétés d'antioxydation et de liaison a I'ADN. Le taux de suppression du radical OH a

augmenté avec I'augmentation de la concentration du complexe [40] .

)

Figur 11: Structure de la complexes Ln (111).



% Les homonucléaires et complexes hétéro nucléaires

L'efficacité antioxydante des homonucléaires et complexes hétéro nucléaires Cu (Il) et Ni
(11) de nouveau type oxime les ligands ont été déterminés par DPPH * et le radical super oxyde
activités de récupération. Les valeurs ICso obtenues suggérent que composés a des
médicaments potentiels pour éliminer les radicaux [41]. En outre, les activités
antimicrobiennes contre plusieurs micro-organismes pathogeénes et la liaison a I'ADN les
propriétés par spectroscopie UV-vis ont été étudiées. Dans termes de MIC (ug / pl), il a été
observé que les complexes possédent des propriétés antimicrobiennes modérées et Cela peut
étre lié¢ A I'ADN en plagant une intercalation, respectivement [41] . Reddy et coll. (2012) ont
rapporté l'activité antioxydante du bimétallique Cu (I1), Co (11), Ni (1), Zn (1), et complexes U
(VD) avec stoechiométrie générale [H.L M (X2) (H20) 2] [ou X = chlorure / sulfate, H.L =
téréphtaladéhyde bis (thiosemicarbazone)]. L'activité in vitro des composés par le piégeage des
radicaux hydroxyles, DPPH, NO et les méthodes de réduction de puissance ont été examinées.

La base de Schiff N, N'-bis (salicylidéne) thiourée (HS) 2T (2) (Figure 11) et ses complexes
Cu (II), Ni (II) et Zn (1I) ont été préparés par X inde et al. (1996). La caractérisation les
résultats ont révélé que la base de Schiff se comporte comme un ligand quadridenté attaché aux
ions métalliques a travers le atomes d'oxygeéne phénol et d'azote imino (c'est-a-dire décalé en
bleu) et donc impact sur le systeme de conjugaison carde la ligature entre les ligands et les ions
métalliques [42]. L'activité biologique et I'effet piégeur sur les radicaux super oxydes par la
méthode Pyrogallol NBT et I'empoisonnement d'Oncomelania hupensis par le des méthodes de
trempage et de pulvérisation testées sur les composés synthétisés ont été signalées. Les tests
ont révélé que les composés ont également un fort effet poison sur O. hupensis en tant que

radicaux libres de super oxyde piégeurs [42].

Rao et coll. (2010) ont rapporté la synthese, la caractérisation spectroscopique et l'activité
antioxydante du Cu (1) et complexes Ni (Il) du ligand 2,6-diacétylpyridine bis (4-phényl-3-
thiosemicarbazone) (3). Le ligand libre et ses complexes métalliques ont éte testés pour
I'activité d'inhibition antioxydante in vitro du radical DPPH * libre et de la peroxydation
lipidique induite par le fer en utilisant un homogénat de cerveau de rat, et le ligand a montré
une bonne activité dans le piégeage de DPPH * et la peroxydation lipidique induite par les ions
ferriques que le métal complexes sans activité [43] . La synthese et les propriétés antioxydantes
du complexe quercétine-Th (I1) utilisant les méthodes DPPH, ABTS et FRAP ont révélé que la
chélation des ions métalliques par la quercétine diminue le potentiel redox du complexe



quercétine-métal, alors que L'ion Tb (111) déforme les propriétés chimiques de la quercétine
[44] .

OH HO

C=—N N=C
AW

(2)

Figure 12: Structure de la base de Schiff N, N'-bis (salicylidéne) thiourée (HS) 2T

(3)

Figure 13: Ligand 2,6-diacétylpyridine bis (4-phényl-3-thiosemicarbazone).

Ceyhan et coll. (2011) ont rapporté la synthése, caractérisation et activités antimicrobiennes
et antioxydantes des ligands de base de Schiff 4,4 ' - {(2-hydroxy-5-isopropylbenzéne-1,3-diyl)
bis [méthylidenenitrilo]} - bis (2,6-di-tert-butylphénol) (HL:), 4,4 ' - {(2-hydroxy-5-
tertbutylbenzene-1,3- diyl) bis [méthylidenenitrilo]} bis (2,6-di-tert-butylphénol) (HL2)
(Figure 13) (4) et leurs complexes de métaux de transition Cu (I1), Co (1), Ni (1I), Pd (I1) et Ru
(I). L'antioxydant propriétés des ligands de base de Schiff ont été évaluées dans un série de
tests in vitro: piégeage des radicaux libres DPPH * et réduire l'activité de puissance des

systémes non enzymatiques générés par un radical anion superoxyde [45] . Le les ligands de



base de Schiff a encombrement stérique (HL: et HL.) sont piégeurs de radicaux libres et

peuvent réduire les effets des dommages causés par les radicaux libres sur le corps humain.

Les activités de piégeage des radicaux DPPH de Cu (I1), Complexes Ni (1I) et VO (1) avec
la base de Schiff 4,4-bis - ({2- [(2-hydroxy-phénylimino) -méthyl] -benzylidéne} -amino) —

-
CHy cn,
OH N
CH,
H,C CH,
CH,
(4)

Figure 14: Structure des ligands (HL1, R = 4-isopropyle (HL:) et 4-tert-butyle (HL>).

biphenyl-3,3'-diol dérivé de la condensation de 3,3'-dihydroxybenzidine, o-phtalaldéhyde
(OPA) et Le 2-aminophénol a montré que le ligand libre négligeable L'activité DPPH pourrait

étre considérablement améliorée lors de la complexation avec des ions métalliques [46]

X/

% Complexes de minéraux :

Zn (I1) et rayons X monocristallins de complexes de Cu (I) impliquant une base de Schiff
donneur O, N, O'-tridentate N-salicylidéne- B-alanine (2-) (5) dérivée du salicylaldéhyde et La
[B-alanine a été rapportée par Vanco et al. (2008). Tout complexes ont eté évalués en utilisant
I'antipéroxynitrite test d'activité et modéle de diabéte induit par I'alloxane. Le des activités
antioxydantes et antidiabétiques significatives ont été trouvé pour les complexes Cu (1), alors
qu'aucune activité biologique significative n'a été révélée pour le complexe Zn (II). 1l a été
établi que les complexes de Cu (Il) de cette étude pourraient agir comme compléments
nutritionnels avec des activités biologiques pertinentes dans la prévention des maladies liées a

la progression du stress oxydatif [47] .
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Figure 15: Base de Schiff donneur O, N, O'-tridentate N-salicylidene- g-alanine (2-).

Les complexes de ligand benzyloxybenzaldehyde-4-phényl-3-thiosemicarbazone (6) dérivés
du benzyloxybenzaldéhyde et du 4-phényl-3-thiosemicarbazide avec des chlorures de Cu (I1) et
Ni (I) ont été preparés et criblé pour la réduction des radicaux libres DPPH * et I'inhibition de
la peroxydation lipidique induite par Fe (III) a une concentration de 100 um [48] . Le libre
ligand a montré une bonne activité dans le piégeage de la DPPH * (42%) et la peroxydation des
lipides induite par les ions ferriques (60%) par rapport a l'a-tocophérol antioxydant standard,
alors que Les complexes Cu (I1) et Ni (I1) ne possédent aucune activité contre DPPH * piégeant
et peroxydation lipidique induite par les ions ferriques [48] L'activité antioxydante des
complexes Cu (Il) et Co (1) de 4-alkyl-isocoumarine- L'acide 3-carboxylique et la 4-alkyl-3-
aroyl-isocoumarine ont présentaient une activité biologique plus élevée que les ligands
correspondants [49] . Panhwar et Memon (2014) ont rapporté la caractérisation et I'antioxydant
étude du complexe Cr (IlI) -Morin. Le complexe a été trouvé a présentent un pouvoir

antioxydant plus élevé que le morin, tel qu'évalué a l'aide des méthodes DPPH * et FRAP [50]

AY
NH‘<

S

(6)
Figure 16: Les complexes de ligand benzyloxybenzaldéhyde-4-phényl-3-thiosemicarbazone

Al-Amiery et coll. (2012) ont rapporté (E) -2- (3- (2-imino- 1-méthylimidazolidin-4-
ylidéne) -1-méthylguanidino) - acide acétique et ses nouveaux Cr (II1), Co (II), Ni (II) et Cu

(I1) les complexes sont dérivés de la base de Schiff. Les propriétés structurales des composés



nouvellement synthétisés ont été évaluées a l'aide de différentes méthodes spectroscopiques.
Tout métal complexes présentaient une géométrie octaédrique, a I'exception du chélate de Ni
(I) avec un motif carré-plan. Le l'activité de piégeage des radicaux libres des complexes de
ligands et de métaux a été déterminée par la méthode DPPH et tous les composes ont montré
un inhibiteur radical libre de la DPPH activités [51]. Selon Al-Amiery (2012), la capacité de
piégeage des radicaux libres du métal complexes de chlorures de Cu (I1), Co (I1) et Ni (I1) avec
f- (Z2) - 2- (pyrrolidin-2-ylidéne) hydrazinecarbothioamide ont été évalués par leur interaction
avec le stable free radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle, et tous les composés ont montré des
activités antioxydantes prometteuses. Le synthétisé des complexes métalliques ont également
été testés contre certains types de champignons et se sont avérés avoir des activités
antifongiques significatives. Les calculs de l'orbitale moléculaire ont donné un description
détaillée des orbitales, y compris les modeles modaux, les caractéristiques spatiales et les

contributions des atomes individuels[51].

Une formule générale de type M (HsL) a été rapportée pour la synthése de complexes M =
Cu (1), Ni (1) et Zn (1) avec un nouveau ligand, la naringénine-2-hydroxybenzoyl hydrazine

(H5L), par condensation de la naringenine avec 2-hydroxybenzoyl hydrazine.

Les activités antioxydantes in vitro du ligand libre et des complexes métalliques ont été
obtenus contre le super oxyde et hydroxyle et se sont avérés posséder une activité antioxydante
puissante et une meilleure activité antioxydante que les normes, telles que la vitamine C et le
mannitol. L'ordre du rapport de suppression pour HO * est HsL> Zn (HsL)> Ni (HsL) a
différentes concentrations. En particulier, le complexe Cu (I1) a montré une excellente activité

sur le radical super oxyde.
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CONCLUSION

Le travail que nous avons réalis¢ s’inscrit dans le cadre 1’investigation et
I’exploration de I’activité antioxydante des bases de Schiff. Nous nous sommes
concentrés dans ce travail sur la détermination de I'efficacité des bases de Schiff
en tant qu'antioxydants, a travers l'exploration d'un certain nombre d'études
antérieures, basées sur le test de I'efficacité d'un ensemble de ces bases de Schiff
en tant qu'antioxydants, en particulier les Bases de Schiff derivées de l'aldehyde

salicylique.

Les antioxydants sont des produits chimiques dont le but principal est
d'éliminer I'effet des oxydants ou des radicaux libres dans le corps humain. Nous
rapportons dans le temps les méthodes des tests de ces composes au seine des
laboratoires de recherche notamment selon plusieurs tests, a savoir. DPPH;
FRAP; ORAC; TRAP

La plupart des études précédentes indiquent que les bases de Schiff ont une
propriété antioxydante efficace, en particulier 1’utilisant le test DPPH, ou la
valeur des composeés IC50 était proche des résultats du composé de reférence, et
en général, I'acide ascorbique est utilisé comme antioxydant comme référence,
I'efficacité et la variéte de cette activité sont dues a la composition La chimie et la

structure de ces composeés d'une part, et leur concentration d'autre part.
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