REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L'ENSEIGNEMENT SUPERIEURE ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE ABOU-BEKR BELKAID - TLEMCEN

MEMOIRE
Présenté a :
FACULTE DES SCIENCES — DEPARTEMENT DE CHIMIE

Pour I’obtention du dipléme de :
MASTER EN CHIMIE
Spécialité : Chimie organique

Par :

MELLE L AOUFI Lemya

Sur le théme

Etude des complexes d’inclusion du resvératrol -
cyclodextrine

Soutenu publiquement le 20 juin 2022 a Tlemcen devant le jury compose de :

Mr Benabdallah Med Maitre de Université de Tlemcen Président
Conférences

Mme Keniche Assia Maitre de Université de Tlemcen Encadrante
Conférences

Mr Ziani-Cherif-Houcine Professeur Université de Tlemcen Examinateur

Mme Kibou Zahira Maitre de Université de Ain Examinatrice
Conférences Temouchent

Année Universitaire ;: 2021 ~ 2022



Lb
E
S
2
N
Fﬁi

1l n’est jamais si beau que de dédie ce modeste travail a ceux qui, quels que soient les
termes embrassés, je n’arriverais jamais a leur exprimer mon amour sincére.

A I’homme, mon précieux offre du dieu, qui doit ma vie, ma reussite et tout mon
respect : mon cher pére Mohamed.

A [’étre le plus cher de ma vie, la femme qui a souffert sans me laisser souffrir, qui n’a
épargné aucun effort pour me rendre heureuse : mon adorable mére.

A ma sceur Meriem, et mon fiancé Mohamed qui n’ont pas cessé de me conseiller,
encourager et soutenir tout au long de mes études, que dieu les protege et leurs offre la
chance et le bonheur.

A mon adorable petit frere Ibrahim El-Khalil qui sait toujours comment procurer la joie
et le bonheur pour toute la famille.

Merci pour [’amour et [’encouragement.



REMERCIEMENTS

Tout d’abord ce travail ne serait pas aussi riche et n’aurait pas pu avoir le jour sans [’aide et
[’encadrement de Dr Keniche Assia, je la remercie pour la qualité de son encadrement

exceptionnel, pour sa patience, sa rigeur et sa disponibilité.

Je remercie le directeur du laboratoire COSNA PrDjabou Nassim, de m ‘avoir accueilli dans

le laboratoire

Je remercie Pr.C. Ziani Cherif du laboratoire LCSCO pour les analyses RMN et

Pr.S.Ghanem du laboratoire LASNABIO pour les analyses IR..

Je tiens aussi a exprimer mes remerciements & monsieur Benabdallah Med qui me fait
["honneur de présider le jury de cette mémoire. Je la prie de croire & ma respectueuse

reconnaissance.

J’adresse mes sinceres remerciements a monsieur Ziani-Cherif Houcine et madame Kibou

Zahira qui ont acceptés d’examiner ce travail.



LISTE DES ABREVIATIONS

CD : Cyclodextrine

COSNA : LaboratoireChimie Organique, Substances Naturelles et Analyses
DMSO -d6 : Diméthylsulfoxyde

IR : Infra-rouge

LCSCO : Laboratoire de catalyse et synthese en chimie organique
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l. INTRODUCTION GENERALE

1.1 Généralité :

Le resvératrol (RES) est une substance naturelle, qui fait parti des polyphénols. 1l fait
I’objet d’une attention considérable ces derni¢res années en raison de ses nombreux effets
thérapeutiques, notamment ses effets anticancéreux, antioxydants et anti-inflammatoires.
Cependant il présente de mauvaises propriétés pharmacocinétiques telles q’une faible
solubilité dans 1’eau, une faible photostabilité et un méthabolisme de premier passage ¢levé

entrainent une faible biodisponibilité, ce qui entrave son grand potentiel.

Figure 1 : Structure du resveratrol.

1.2 Problématique :

Les Cyclodextrines (CD) peuvent ainsi inclure partiellement ou en totalité un composé
invité, ce qui donne alors lieu a la formation de complexes comportant éventuellement
plusieurs molécules de CDs ou demolecules invitées. Pour chaque molécule invitée, la
stoechiométrie, la stabilité, et la structure du complexe peuvent dépendre du type de la CD
[1]. L activité biologique du complexe obtenu est nettement améliorée généralement.

La question qui se pose est quel est le complexe adéquat entre la a-Cd et B-Cd pour
I’encapsulation du resveratrol ?
Quelle est la CD qui améliorera I’activité antioxydante du resveratrol
1.3  Objectif :
*Notre objectif est d’étudier les différentes propriétés d’un complexe d’inclusion (la
stoechiométrie, la constante de stabilité) en solution et a 1’état solide, par trois méthodes UV,
RMN et IR.

*Evaluer I’activité antioxydante de resveératrol et leurs complexes d’inclusion.



I1. Partie 1 : recherche bibliographique

I1.1 Chapitre 1 : Le resvératrol
11.1.1 Origine :

En 1939, ce principe actif a été découvert par un japonais du nom de MICHIS
TAKAOKA [2], qui a pu I’extraire du vératre blanc (veratrum), il a été décrite avec précision
a partir de la renouée du japan par NOMOMURA et all [3] en 1963, en 1976, il le découvrent
dans la peau des raisins, et enfin dans le vin rouge en 1992.

Aujourd’hui, plusieurs sources de resvératrol ont été identifiées pour exploiter les

bienfaits de ce puissant antioxydant naturel, il peut etre extrait de certains fruits. [4].

Figure 2 : Plante de vératre blanc (veratrum)

11.1.2 Structure générale :
Sa structure de base est constituée de deux anneaux phénoliques reliés par une double

liaison styréne, cette double liaison est responsable des formes isomériques cis et trans [5].

OH HO
X
HO SN O O

OH

OH OH

trans-resvératrol cis-resvératrol

Figure 3 ; Isomérisation du Resveratrol.

11.1.3 Proprietés chimique et propriétés physique :

[1.1.3.1 Propriétés chimiques :
Cette molécule est trés hydrophobe, avec une solubilité dans 1’eau de 0.03 g /L [6],



malgré sa faible solubilité, le composé doit présenter une forte perméabilité de la membrane
en raison de sa lipophilée, le resvératrol présente une solubilité remarquablement élevée dans
les solvants organique tels que 1’éthanol et DMSO (50 et 16 g/L) respectivement [7].

11.1.3.2 Propriétés physiques :

Le resvératrol existe sous forme deux isomeres géométriques, trans étant plus
abondant et biologiquement actif que I’isomére cis [8]. Cependant, le trans-resvératrol est
facilement isomérisé en I’isomére cis, lorsqu’il est exposé a la lumiere du soleil, a une
lumiere ultraviolette (UV), a 360 et 254 nm [9]. Lorsque le trans -resvératrol pur est exposé a
la lumiére UV a 366 nm, pendant 120 minute, 90.6 % ont été converti en cis -resvératrol [10].
Le trans est donc une molecule photosensible.

11.1.4 Propriétés thérapeutiques :

L’intérét pour le potentiel thérapeutique du resvératrol s’est accru au cours de la
derniére décennie en raison de ses propriétés antioxydantes, cardiovasculaires anti-
inflammatoires et anticancéreuses [11] :

-C’est un antioxydant [12].

-Le resvératrol peut réduire les réponses inflammatoires en inhibant de médiateurs pro-
inflammatoires, combattant ainsi 1I’inflammation chronique [13].

-Ce polypheénol est un protecteur naturel du systéme cardiovasculaire aujourd’hui réduissant
de 40% le risque cardiovasculaire grace a son effet antioxydant sur le cholestérol.

-Ce type de stilbéne est le premier élement naturel capable de bloquer ou d’arreter différentes
étapes du développement du cancer.

-1l a été demontré que le resvératrol améliore le métabolisme énergétique et réduit la
dégradation des protéines [14].

11.1.5 Absorption, métabolisme et biodisponibilité :

11.1.5.1 Absorption :

Le resvératrol a une faible solubilité dans I’eau (<0.05 mg/mL), ce qui affecte son
absorption [15].

Le resvératrol a la capacité a former une large gamme de complexes moléculaires
organiques, afin d’augmenter son absorption intestinale et sa perméabilité cellulaires sans

perte d’activité [16].

11.1.5.2 Métabolisme :
Le resveratrol peut induire son propre métabolisme et augmente 1’activité des



enzymes de detoxication hépatique de phase 2 [17]. Des metabolites cis ont été identifiés
dans des échantillons d’urine humaine, principalement le cis-resvératrol-4’-sulfate, cis -
resvératrol-3-O-glucuronide et cis -resvératrol-4’-O-glucuronide [18] [19].

En raison de I’instabilité de I’isomeére cis, la plupart des « études ont été réalisées avec
I’isomére trans [20]. Cependant, les données suggerement que les deux peuvent avoir des
effets biologiques differents [21 ,22].

11.1.5.3 Biodisponibilite :
La faible biodisponibilité du RES est un facteur qui réduit son effcacité !

Deux premieres études chez I’homme sur ’absorption et la biodisponibilité du RES
traitée avec une dose orale unique de 25 mg [23] ; ont montré que le RES non métabolisé
était difficile a détecter dans le plasma circulant, indiquant quel I’apport oral de RES libre et
la biodisponibilié est trés faible [24].

Differentes méthodes ont été utilisées pour ameliorer les propriétés du RES telles que
la solubilité, la biodisponibilié et la stabilité, en utilisant des méthodes telles que la
complexation avec des cyclodextrine [25]. Il a été tester dans deux études a des doses allant

de 25 a 1000 mg [26], au quel cas I’absorption atteint un maximum entre 0.3 et 204 nm [27].

o - ~
1nm '&. @, on
OS2
Resveratrol
10nm N ol
- ™
Cyclodextrins  Micelles
102nm N 5-10nm ), y ) Nano' .
Formulation F|gure
S, 7o
4: %% (Y
A Nt
10%hm Solid lipid Liposomes Polymeric

\ nanoparticle 100-500nm nanoparticles

Représentation schéematique démontrant diverses nanoformulations encapsulées de
resvératrol développées pour améliorer leur biodiponibilité et ses propriété

physicochimiques[27]
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11.2 Chapitre 2 : Les cyclodextrines et les complexes d’inclusions
11.2.1 Les cyclodextrines :
11.2.1.1 Historique :

L’histoire de la CD a comencée, il y a prés d’un siécle, lorsque la cellulosine a été
découverte en 1891 pa VILLIERS [28], en 1911, SCHARDINGER rapporte 1’obtention de
deux forme produites différentes de CD « a —dextrine » et « B —dextrine » [29] puis en 1930
PRINGSHEIM et son groupe ont découvert que la CD avait une forte tendance a former des
complexes avec differents composés organiques [30-31].

En 1953, la CD commence a se developper, les chercheurs ont commencé a découvrir
ses propriétés physicochimiques et sa capacité a former des complexes d’inclusions, elle est
ensuite synthétisée et présentée, et depuis lors, le nombre de ses publications a connu une
forte augmentation, devenant la CD parmi les composés interessants dans le domaine
pharmacologique [32].
11.2.1.2 Structure des cyclodextrines :

Les cyclodextrines sont des oligossacharides cyclique, forment une famille de
macromolécules 6 a 12 unités de D-glucose [33]. Sa structure en 3 dimensions apparait sous
la forme d’un cone tronqué possédant une cavité centrale, dont I’extérieur duquel se trouvent
les groupements hydroxyles (OH). La partie extérieure est donc hautement hydrophile, et
I’interieur hydrophobe.

Les CDs naturelles sont obtenus par dégradation enzymatique suivie d’uneTrans
glycosylation intramoléculaire de 1’amidon sous I’action de la CGTase (cyclodextrine

glycosyl transférase) [34].

a on CGTase
O,
Zé O C) Q "
on
-2 o "S> —on
O
O o
"o < )
=W > R D ou
O <A o ~.
== "R on " 2 ok;g.\..o
< < R % . &g HO
o. o o o = ,Z\)‘O
o O
SRS e e o i :
amidon o o Cavité interne Groupes hydroxyles
" on o o c hydrophobe secondaires
b HO. on
Q 3n =
on n-6: a- CDh
HO. n~7: p-CD o
) :sous-site i n=-8:y-CD

* o
Y site de clivage
. OH o,
n: nombre d'unités de glucose o> K;?/o
"
Groupes hydroxyles
primaires

Surface externe
hydrophile

Figure 5 : a) Schéma général de la dégradation enzymatique de I’amidon b) structure

chimique c) structure tridimensionnelle des cyclodextrines [35].
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11.2.1.3 Caractéristique physicochimique des cyclodextrines :
Les propriétés des cyclodextrines les plus courantes sont détaillées dans le tableau suivant
[36] :

0. -CD B-CD y-CD
Nombre d’unités glucoses 6 7 8
Formule brute C36H60030 C42H70035 C48H80040
M (g. mol-1) 972 1135 1297
Solubilité dans I’eau (g.L-1) 145 18.5 232
@ cavité (A) 43-53 6,5-6,5 75-85
(petit c6té — grand coteé)
Hauteur du cone (A) 7,9+0,1 79+0,1 7,9+0,1
Volume approx. Cavité (A3) 174 262 427
Nombre moyen de molécules 6-8 12 13
d’eau retenu dans la cavité
pKa,25° 12,332 12,202 12,081

Tableau 1: Caractéristiques physicochimiques des cyclodextrines natives [36].

11.2.2 Les complexes d’inclusions :
La propriété la plus remarquable des cyclodextrines est leur capacité a former

complexes d'inclusion en solution aqueuse avec différentes molécules de taille et
hydrophobicité correspondant a leurs cavités [37].

Les complexes d'inclusion sont des associations entre deux ou plusieurs molécules ;
L'un est I'h6te (récepteur) et I'autre est la molécule invitée (substrat), sous I'effet d’interaction
faible [38]. Par conséquent, aucune liaison covalente n'est créée, ce qui permetd’obtenir des
complexes facilement dissociables. Les tailles de la cyclodextrine et du substrat module
souvent la stoechiométrie du complexe [39].

11.2.2.1 La constante de stabilité et la steechiométrie du CD :

11.2.2.1.1 La constante de stabilité :
En solution, un équilibre s’établit entre la forme associée (M/CD) et la forme
dissociée (M+CD) caractérisé par une constante d’équilibre Ks 1 :1 [40] :
CD+M — MCD
12



Soit la constante de stabilité : Ks 1 :1 = [M+CD] /[CD]*[M]
Ou : CD : représente la molécule héte (la cyclodextrine) / M : la molécule invitée.

Ks 1:1, est la constante de stabilité du complexe.

11.2.2.1.2 La steechiométrie du complexe d’inclusion :
Les complexes formés entre la (les) cyclodextrine(s) “hote(s)” et la (les) molécule(s)

“invitée(s)” peuvent étre de plusieurs types.

11.2.2.2 Etudes complexes d’inclusion :
Toute méthode qui démontre des changements dans la solubilité, I'absorbance UV-Vis,
IR, la fluorescence et les déplacements chimique en RMN peut étre utilisée pour étudier les

complexes.

11.2.2.2.1 Observation du phénomeéne de complexation par RMN :

La RMN semble étre la méthode la plus efficace pour étudier et démontrer la formation
de complexes d'inclusion en solution aqueuse. Des expériences classiques de type "NOESY",
notamment des sequences ROESY, ont été utilisées pour mettre en évidence les interactions
dans les domaines de la cyclodextrine.

11.2.2.2.2 Observation de phénoméne de complexation par UV :

L’étude spectroscopique par ultraviolet se focalise sur la caractérisation du complexe
d’inclusion avec les CDs. L’étude comparative par UV montre la différence entre la
steochiométrie des complexes (RES / a —CD) et (RES/ p —CD) ainsi que leurs constantes de
formations.
11.2.2.2.3 Observation du phénomene de complexation en pate par FT-IR :

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR) est une méthode
d’analyse qui peut étudier ’arrangement atomique et les distances entre les atomes, ces
mesures sont généralement effectuées sur des échantillons solides [41].

Dans ce cas, il a été utilisé pour estimer 1’intéraction entre la cyclodextrine et la molécule
invitée (RES).

L’application de la spectroscopie infrarouge est limitée aux invités ayant quelques bandes

caractéristiques.

11.2.2.3 Impact de la cyclodextrine sur les proprietes du RES :

11.2.2.3.1 Impact sur la solubilisation et la dissolution :

Un travail fait par le groupe de Xincai Hao, la courbe de dissolution de RHSD semble

13



étre bien meilleur que RES. Sur 100% de la quantité complexée de RES en 10 a 20 minutes,

alors que moins de 3% de RES libre se dissout en 120 minutes.[42].

120.00%

100.00%% &

80.00%

60.00%

40.00%

RES Dissolved

20.00%

0.00% ===l

{ 20 40 60 80 100 120

=20.00%
Time (min)

Figure 6 : Profils de dissolution du resvératrol et du complexe d’inclusion dans une solution

saline normale aprés 120min. Les résultats ont été exprimés selon la moyenne et 1’écart type

(n=3) des analyses [42].

11.2.2.3.2 Impact sur ’activité antioxydante de RES :

Evaluation de I’impact de la CD sur 1’activité, un test de piégeage des radicaux DPPH

de différentes concentrations de NP CD-RES, par rapport au RES libre mesuré et calculé a

0,5 h (A) et 24 h (B) par [43].

On peut voir clairement I'amélioration de I'activité antioxydante de RES encapsulé apres 24hr

0.5hr 24hr

% Inhibition
8

-e- RES
-% CD-RES NP

0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30

Concentration (uM)

40

Concentration (uM)

50

60

Figure 7 : L’impact de CD sur les propriétes antioxydantes de RES de 0.5hr a 24hr [43].
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Partie résulats et discussion

I11.1 Chapitre 1 : Travail effectué :

Cet chapitre est divisée en deux sous chapitre: un pour I’etude de la complexation de RES
avec les deux CD’savec trois méthodes spectroscopiques: UV, FT-IR et RMN, et 1’autre pour

I’évaluation de I’activité antioxydante de resvératrol et leurs complexes d’inclusion.

111.1.1 Etude de la complexation de resveratrol avec les CD’s :
111.1.1.1 Etude de la complexation en solution par UV-Vis :

111.1.1.1.1. Détermination de la complexation :

Dans le cadre de notre travail, nous avons appliqué cette méthode pour caractériser
les complexes d’inclusion du Res dans un I’intervalle allant de 190 nm a 400 nm. Afin
d’entamer cette étude, nous avons prépareé trois solutions meres pour les trois molécules, le
RES, a —CDet B —CD dans le méthanol a concentrations identiques de 2x10* M.

Chaque complexe est obtenu par un mélange équimolaire de deux solutions meres RES et a
—CD puis RES et p —CD. A noter que la p —CD est soluble dans méthanol avec un léger

chauffage dans bain marie pendant envirion 45 min.

111.1.1.1.1.1  Complexation avec a.—CD :

4.5 -

| R
= \ o / |

3
2.5 -

ABSORBANCE

2 -

15 -
1 -
0.5 A

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Irﬁil T T T T 1
190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

A (nm)
——RESlibre —— RES/a—CD  emmmmq —CD

Figure 9 : Spectre UV complexe Res- o —CD.
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111.1.1.1.1.2 Complexation avec g —-CD:

4.5 ~
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—RESlibre — RES/B-CD emmmmB-CD

Figure 10 : Spectre UV du complexe Res-  —CD.

La transparance de la CD, fait quelle n’absorbe pas dans le domaine de I’'UV,
contrairement au RES qui a une absorption maximale a 310 nm .

Il'y a eu plusieurs changements sur les spectre UV des complexes par rapport a celui de
RES libre, ces changements principalemet causés par I’intéraction hote-invité du complexe.

Cette diminution prouve la complexation et que les groupes chromophore qui absorbent le
plus dans la molécule invité (RES) sont bien encapsulé a I’intérieur de la cavité hydrophobe
deCD.

111.1.1.1.2. Détermination de la stoechiométrie du complexe (courbe de job) :

La méthode des variations continues (méthode de job) est utilisée pour déterminer la
stoechiométrie des complexes d’inclusions, elle consiste a préparer une serie de solutions
contenant des rapports variables d'héte et d'invité pour obtenir une gamme compléte de
rapports molaires. La principale condition requise par cette méthode est que la concentration

totale (hote + invité) soit la méme dans chaque solution, et le paramétre déterminé
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experimentalement est I'absorbance de I'h6te ou de I'invité sensible a la formation de
complexes. Une « carte de travail » représente, en termes de fraction molaire, I'évolution du
paramétre considéré moins sa valeur multipliée par la concentration de I'espece étudiée sous
forme libre. La position du maximum indique la stoechiométrie du complexe. Si la courbe du
job plot est la plus grande, le rapport steechiométrique du complexe est de 1:1 pour une
fraction molaire de 0,5.

Pour cela nous avons preparé dans des tubes secs et stériles pour chaque complexe 11
solutions filles ; a partir des solutions méres précédentes ; en differents volumes jusqu’a
atteindre le volume final de 2 mL. Les résultats obtenus a [J = 305 nm aprés 24h pour une

complexation optimale.

111.1.1.1.2.1 Courbe de Job de la complexation avec a —CD :
A partir de la courbe on déduit un maximum de 0.5 ce qui correspond a une

stoechiométrie 1 :1. Une seule molécule de Res est encapsulée a la fois.
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Figure 12 : courbe de job du complexe RES_ a —CD avec r=0.5.
111.L1.1.1.2.2 Courbe de Job de la Complexation avec _f —-CD :

1.6
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Figure 13 : courbe de job du complexe RES_ 3 —CD avec r=0.5.



Selon la courbe de Job tracée, on a un maximum de r = 0,5, ce qui implique la formation
d’un complexe de stoechiométrie 1:1, cela veut dire qu’il a fallu une molécule de B-CD pour

une molécule invitée (RES).

111.1.1.1.3Détermination de la constante de stabilité Ks :
Apres avoir déterminer la stoechiométrie des deux comlexes , il faut évaluer la constante de
stabilité, pour cela notre étude est basé sur la technique de Beesis-Hildebrand en suivant

I’absorbance du Res a differentes cencentrations de CDspar 1’equation suivante :

1 1 1
AA  [PA]xKxAex[CD] = [PA]xAe

Avec : AA : difference d’absorption entre la molécule hote et la molécule invitée.
Ag: difference du coefficient d’extinction entre la moléculehote et la molécule invitée
[PA]: la concentration en principe actif, [CD] : concentration en CD.
La constante d’association peut alors étre déterminée en tragant 1/AA en fonction de
1/[PA]. Ag est alors donné par ’ordonnée a I’origine et la constante d’association Ka est

calculée a partir de la pente de la droite.

111.1.1.1.3.1 Constante de stabilité du complexe (RES/a.—CD) :

3.5
y = 4E-05x + 0.33
3
2.5
<
d 2
i
1.5
1
0.5
0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000
1/[a—CD]
—— K5 eecceeees Linéaire (Ks)
Figure 14 : Courbe Ks du complexe RES-CD.
D’aprés le grapheona:y=4.102x+0.33 ..........oooeeiiini (1)

Par identification avec 1’équation (2) :
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A4 [PA|xKsxAex[CD] T [PA]xAe

1 1 1

On a [RES]=0.0001 (mol/L) .

1
Ontrouve : ——— = 0,33
[RES]|xAe
1
Etdonc e = ——
[RES]x0,33
1
Alors e = ————
0,0001x%0,33
Ae=30303.03
On a: =4 x10°
[RES]|XKs XAg
1
K, =

[RES] X Ae X 4 X 10 —5

Donc Ks= 8250.001 M

111.1.1.1.3.2 Constante de stabilité du complexe (RES/p -CD) :

Par identification avec 1’équation (2), on trouve :

Ae=48216.01

Alors Ks=5185.00 M !
La constante de formation de complexe (RES/BCD) > a celle de (RES/ a.CD).

2.75
2.5
2.25

1.75

1/AA

15
1.25

0.75
0.5

Ks

y = 4E-05x + 0.2074

10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000
1/[B-CD]

O—Ks ceeeeeen Linéaire (Ks)

Figure 15 : Courbe Ks du complexe RES/  —CD)

19



111.1.1.2 Etude de la complexation en solution par RMN :

Cette technique permet de confirmer la complexation RES-CD, pour cela un mélange
equimolaire de 8.8 mmol des trois molecules RES, a —CD et B —CD est préparé dans
DMSO-ds. m (RES)=0.02g /m (0JCD)=0.0lg /m (B —-CD)=0.009¢g .

Figure 16 : Image de la paillase de travail en unit¢ RMN LCSCO.
Interprétation des spectres :
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Figure 17 : Spectre H'RMN de RES libre
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Figure 18 : Spectres HLRMN de RES libre et dans le complexe.

Tableau 2 : la variation des déplacements chimiques *HRMN du RES A8 = Scomplese ~Smolecule

Proton Avec o —CD Avec p—CD
H1 -0.02 -0.03

H2 -0001 -0.01

H3 -0.02 -0.02

H4 +0.03 -0.01

H5 -0.02 -0.02

libre

Calcul de la constant de couplage :

Hz : (81— 81)X60MHz = (6.39-6.36) x60=7.8 Hz
Hs : (81— 81)X60MHz = (6.86-6.67) x60=11.4 Hz
Hs : (81— 81)x60MHz = (7.46-7.32) x60=8.4 Hz.

D’aprés la table des constantes de couplages [44] : J = 11.4 donc il s’agit de trans-resvératrol.
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Figure 19 : Spectre H'RMN de B —~CD
Proton a—-CD p-—CD
H1 +0.01 -0.06
H2 -0.02 -0.08
H3 -0.01 -0.01
H4 -0.01 +0.03
H5 00.00 -0.03
H6 -0.01 -0.01

Tableau 3 : Les variations de déplacements chimiques *HRMN du CD A8 = & complese -G molecule libre

Un faible changement de déplacement chimique (A§) du aux

interactions

intermoleculaire ,non covalente, est une preuve de complexation

Les atomes d’hydrogénes qui sont Situés a I’interieur da la cavité (H3 et H5) devraient

étre sensibles au changement de 1’environnement chimique et c’est ce que 1’on peut voir dans

les tableaux précédents. Les changements de déplacement chimique lors de la complexation

avec p —CD sont legerement plus importants que celles avec a —CD, ce qui prouve que le

RES est différement complexé dans la cavité de la p —CD que dans la cavité de a —CD.
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Figure 20 : Comparaison des spectres RMN du RES et ses complxes.

L’analyse RMN a été effectuée immédiatement apres la complexation, puis enregistré

48h apres. Afin de s’assurer que 1’équilibre est atteint. Souvent dans les 48h un précipité du

complexe est observé dans le fond de tube RMN, ce qui n’était pas le cas dans notre

complexe.
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111.1.1.3 Etude de la complexationen pate par FT-IR :

Les résulats de complexation de RES avec B-CD obtenus par le groupe [46] pour comparaison avec
nos résulats :

Transmitiance

%T %T

%T

e e i I

2O
W e L By e (e T

Figure 21 : a) trans-resvératrol ; b) B-CD, c) le complexe d’inclusion (trans-resveratrol/3-CD).

La figure (21) et la figure (22 ) montrent clairement les spectres IR digital de RES et de CDs .
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Figure 22 : Spectre FT-IR de — RES, - —CDet-(RES/a. —CD)
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Figure 23 : spectre FT-IR de —RES , - 5 —CD et(RES/BCD)
111.1.1.3.1Interprétation des spectres :
Tableau 4 : Comparaison entre I’intensité des bandes d RES et le complexe
d’inclusion :
Groupe RES Complexe Changement Complexe Changement
fonctionnels d’inclusion (RES/a d’inclusion
(cm?) /Intensité -CD) Av Av
RES/ B CD
(em) ( p CD)
(em™)
v [C=C] aromatique 1602.00/ F 1635.33/ f +33.33 1637.30/f +35.3
v [C=C] Oléfinique 1529.50/ F 1513.88 / f -15.62 / /
v[C-O] 1354.00/ F 1365.04 /m +11.04 141518/ f +61.18
v [OH] déformation 1010.50/F 107724/ F +66.74 1079.68/m +69.18
v [C=C] Oléfinique 966.00 / F 950.68 / m -15.32 946.89 / f -19.11
trans
v [C-H] aromatique 863.48 / f 862.90 / f -0.58 862.98 / f -0.5
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Tableau 5 : Comparaison entre 1’intensité des bandes de la p-CD, o.—CD et les
complexes d’inclusion.

Groupe o —CD Complexe Changement B CDcm- Complexe Changement
fonctionnels d’inclusion ! d’inclusion
(RES/a.—CD)
Qv (RES/ B CD) Av
(cm1)/Intensité (em?)
(ecm)
v [OH] 340191/L 3391.67/L -10.24 339194 /L | 3392.04/L +0.1
v [CH2] du 2927.28 / m 2927.71/m +0.43 2924.80 2928.17 / m +3.37
carbone 6 /m
v [C-0] 1247.25/f 1249.49 /f +2.24 1368.16 /f | 1415.18 /f +47.02
v [C-C] 115742/ m 1154.75/ m -2.67 1157.55/ 1158.02/ m +0.47
m
v [OH] 1027.12/F 1029.34/F +2.22 1029.19/F | 1028.28 /F -0.91
déformation

Remarque : f (faible) / m (moyenne) / F (forte)/ L ( large ).

Ces changement dans 1’allure des bandes et la valeur d’absorption indiquent de
maniére significative la formation du complexe d’inclusion ,il y a aussi des
augmentations et des diminutions de la variation d'intensité maximale.

L'augmentation est due a l'insertion de molécules invitées dans la cavité de la -
CD car Le nuage d'électrons ne cesse de s'étendre. La diminution est due a la
formation de liens L'hydrogeéne et les forces de van der Waals se forment lors de leur
interaction Complexe d'inclusion.

Les résultats obtenus sont conformes a celles rappotées dans la litérature [45]

avec seulement une petite differences.

111.1.2 Evaluation de I’activitéantioxydante de RES et leurs complexes par la méthode
de DPPH :
Le pouvoir antioxidant de nos RES e leurs complexes a ététestépar la méthode
de radical libre DPPH “ la méhode de piégeage du radical libre 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl.
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L’acide ascorbique est utilisé comme antioxydant de référence ou 1’absorption a été
mésuré avec les mémes conditions, ces résultats ont été exprimés en pourcentage
d’ihnibition (I %).

On peut observer que I’absorbance du radical DPPH est diminué apres
I’addition de RES encapsulé dans les deux types de CDs. En tenant compte de ses
résultats, les capacités antioxydantes sont classés dans 1’ordre suivant : acide
ascorbigque > RES- p —CD > RES/a —-CD > RES, avec une 1C50 calculé de 0.47 mg
/mL (RES) , 0.35 mg/mL (RES/a—CD ), 0.21mg/mL (RES- 3 —CD) et 0.19 mg/mL (
acide ascorbique ).

L’activité antioxydante aprés encapsulat avec CD, a été amélioré due a

I’augmentation de la stabilité du RES. Résultat similaires obtenu par le groupe [46].
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Figure 24 : Impact de la cyclodextrine sur 1’activité antioxydante de RES.
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111.1.3 Conclusion et perspectives

Dans ce travail, nous avons étudié les complexes d’inclusion a base de
resveratrol et les deux types de cyclodextrine par différentes méthodes et par
différentes analyses spectroscopiques, ce qui nous a permis d’identifier les différentes
propriétés d’un complexe d’inclusion.

A fin d’étudier Deffet de la cyclodextrine sur les propriétés antioxydantes du
resveératrol, nous avons effectués un test de DPPH.

Cela a été démontré par plusieurs méthodes qui ont montré I’efficacité de la
cyclodextrine qui a amélioré le pouvoir antioxidant du RES, et surtourt la § —CD, qui a
augmenté ce pouvoir. Nous expliquons cela par élevation de stabilité du resveratrol
vue que c’est le complexe le plus stable obtenu.

Nous projetons dans le futur d’étendre le spectre d’évaluation de I’activité biologique

du RES notament antiinflamatoire et antibactérienne sous sa forme libre et complexe.
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111.2 Chapitre 2 : Partie experimentale:
Notre travail a étérealisé dans laroratoire (COSNA), les analyses IR ont

effectuées au laboratoire (LASNABIO) , et les analyses RMN au laboratoire (LCSCO)
de I’UniversitéAboubakrBelkaid-Tlemcen.

111.2.1 Appareils et méthodes:

111.2.1.1 Ultraviolet:
Les spectres UV sont réalisés a 1’aided’uneSpectrophotométrie UV-visible de
marque” SPECORD 200 plus”, a la faculté des sciences la rocade.

111.2.1.2 Infrarouge:

Les spectre IR des complexes sont réalisés a 1’aide d’un appareil de marque
PerkinElmer “ spectrum Two “au centre de mesure du laboratoire (LASNABIO) , il
sétaienttraités sous forme de pastilles de KBr .avec des fréquences d’absorptions en
nombres d’onde (cm™), dans I’intervalle 450-4000 cm™.

111.2.1.3 Resonance magnetique nucléaire:

Les analyses RMN, réalisés dans cette étude ont étéeffectuées au centre des
analyses du laboratoire (LCSCO) , les spectre RMN ont été enregistrés a 60 MHz, sur
appareil spinsolve 60 magritek .

111.2.2 Tableaux :
Tableau 6 : Détermination de la complexation par UV :

A RESlibre | RES o- | RES p—

(nm) CD CD

190 1.3097 1.2603 1.1703

195 1.6916 1.3822 1.2259

200 1.8876 1.7502 1.4172
205 2.4135 2.5203 2.4742
210 3.1151 3.0563 3.0177
215 3.2281 3.2053 3.1396
220 3.33 3.261 3.1802
225 3.5723 3.2869 3.2064
230 3.594 3.365 3.2707
235 3.8166 3.5631 3.2767
240 3.749 2.9649 2.7072
245 3.7486 2.1123 1.8852

250 3.6843 1.0566 1.2416

255 3.3798 1.0023 0.8524

260 3.2878 1.0453 0.8283
265 3.2127 1.4706 1.015
270 3.1961 2.095 1.372

275 3.0698 2.3674 1.8596
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280 3.2261 2.8546 2.3654
285 3.2299 3.0023 2.7675
290 3.3727 3.231 2.969

295 4.1158 1.0566 3.1109

A (nm) |RESlibre [RES_a- [RES_B-
CD CD

300 4.1388 3.231 3.9865
305 4.1489 3.8656 4.0186
310 4.1569 4.1232 3.9689
315 4.1496 4.0125 3.8675
320 3.5204 3.8656 3.1922
325 3.4059 3.2556 3.0569
330 3.0028 3.0882 2.5236
335 2.8869 2.7206 2.204

340 2.8577 2.3991 1.7499
345 2.668 2.0553 1.0107
350 2.2482 1.8864 0.472

355 1.0685 1.045 0.2493
360 0.812 0.883 0.1715
365 0.1147 0.5012 0.1331
370 0.0843 0.234 0.105

375 0.0493 0.1052 0.0813
380 0.0466 0.0845 0.0618
385 0.0457 0.0566 0.0466
390 0.0448 0.0506 0.0355
395 0.0443 0.0445 0.028

400 0.0432 0.0356 0.0227

Tableau 7 : Détermination de la steochiométrie du complexe (RES/ o —CD):

L’enregistrement de la courbe de job se fait dans les différentes solutions a une longueur

d’onde (310 nm) choisie en fonction de I’absorption maximale de la molécule invitée (RES) .

N° de V (RES) |V (a-CD) | [ RES] [a —CD] Xi Aa
flacon (nL) (nL) M M 2=310 nm
1 0 2000 0 2x10* 0 0.3522
2 200 1800 2x10° 1.8x10* 0.1 1.8841
3 400 1600 4x10° 1.6x10* 0.2 1.6673
4 600 1400 6x10° 1.4x10* 0.3 2.586
) 800 1200 8x10° 1.2x10* 04 3.8119
6 1000 1000 1x10* 1x10* 0.5 4.4042
7 1200 800 1.2x10* 8x10° 0.6 3.6308
8 1400 600 1.4x10* 6x10° 0.7 2.1203
9 1600 400 1.6x10* 4x10° 0.8 2.1156
10 1800 200 1.8x10* 2x10° 0.9 2.0283
11 2000 0 2x10* 0 1 24521
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Tableau 8 : Détermination de la steochiométrie du complexe (RES/B —~CD)
N° de V(RES) |V(B- [ RES] [B-CD] | Xi Aa AA*Xi
flacon CD) A=305

nm
1 0 2000 0 2x10* 0 1.1245 0
2 200 1800 2x10° 1.8x10* | 0.1 2.6227 0.13959
3 400 1600 4x10° 1.6x10* | 0.2 2.6511 0.2735
4 600 1400 6x10° 1.4x10* 0.3 2.6759 0.40281
5 800 1200 8x10° 1.2x10* |04 2.4523 0.62652
6 1000 1000 1x10* 1x10* 0.5 1.1145 1.45205
7 1200 800 1.2x10* 8x10° 0.6 2.9302 0.65304
8 1400 600 1.4x10* | 6x10° 0.7 3.3912 0.43918
9 1600 400 1.6x10* | 4x10° 0.8 3.6486 0.296
10 1800 200 1.8x10* 2x10° 0.9 3.8212 0.17766
11 2000 0 2x10* 0 1 4.0112 0.0074

Tableau 9 : Détermination de la constante de stabilité du complexe (RES/ a —CD) :

Pour déterminer la constante de stabilité pour ces deux complexes d’inclusion, nous

suivons la méthode de Scott, qui est basée sur la préparation d’une solution de RES avec une

concentration constante a 2x10“ M. Pendant ce temps les concentrations de la p-CD ont été
modifiées a chaque fois, allant de 0 M, 3x10° M, 4x10° M, 5x10° M et 6x10° M.

L'absorbance des solutions a été mesurée a 305 nm .

V RES Va-CD | [RES] [@—CD] 1/[a—-CD] | Aa»=310 | AA 1/AA

(mL) (mL) (mol/L) (mol /L) (L/mol) nm

4 0 0.0002 0 oo 3.8568 0

2 2 0.0001 0.000015 | 66666.67 | 3.5347 0.3221 3.1037635
2 2 0.0001 0.00002 50000 3.445 0.4118 2.42839757
2 2 0.0001 0.000025 | 40000 3.3131 0.5437 1.83911189
2 2 0.0001 0.00003 33333.33 | 3.2691 0.5877 1.70148985

Tableau 10 : Détermination de la constante de formation du complexe (RES/B —CD) :

V RES VPB-CD |[RES] [B-CD] | 1/[p-CD] | Aai=305 | AA 1/AA
(mL) (mL) (mol/L) (mol /L) | (L/mol) nm

4 0 0.0002 0 oo 3.917 0 o

2 2 0.00001 | 0.000015 | 66666.67 | 3.5339 0.3831 2.61028452
2 2 0.00001 | 0.00002 | 50000 3.4172 0.4998 2.00080032
2 2 0.00001 | 0.000025 | 40000 3.2998 0.6172 1.62022035
2 2 0.00001 | 0.00003 | 33333.33 | 3.2162 0.70078 | 1.42698136
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111.2.3 Protocoles:
111.2.3.1 Protocole d’inclusion par IR:

On a préparé les complexes d’inclusion de RES et deux cyclodextrines o —CD et 3 —
CD en mélangeant les poudres avec un rapport molaire de 1 :1 dont m(RES) = 0.05 g/ m(a —
CD) =0.194 g/ m=0.227 g, les deux ingrédients ont ét¢ mélangés dans un mortier et a I’aide

d’un pilon.

L’éthanol absolu a été ajouté (quelque gouttes) afin d’obtenir un mélange pateaux
homogeéne. Aprés 45 min de temps de réaction, on a séché le mélange a ’air libre pendant 3
jours, les mélanges physiques ont été broyés et tamisé pour obtenir des poudres fines de
RES/a —CD=0.2g et RES/p —CD=0.3g .Lors de la caractérisation a 1’état solide par FT-IR ,
on a utilisé une presse magnetique de marque « Specac » , avant chaque mesure le mortier a
été nettoyé soignesement avec de 1’éthanol , pour chaque échantillon le spectre represente une

moyenne de 3 balayage enregistré dans la gamme [4000 -450 cm-1] .
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111.2.3.2 Test par radicale libre DPPH:
Le pouvoir antiradicalaire de RES a été mesuré avec le test DPPH (Le 2,2-diphényl 1-

picrylhydrazyle) qu’il mesure la capacité d’un antioxydant a céder un proton et donc réduire
le radical chimique DPPH , ce parameétre est mesuré par spectrophotométrie UV a Amax=517

nm.

VIOLET JAUNE

Figure : La réaction chimique entre DPPH et un antioxydant A-H

111.2.3.2.1. Protocole :
« Une solution de DPPH a été prépérée (394.3 g/mol ),en mélangeant 0.02g de DPPH (5x107°

mol) dans 50mL de méthanol , aprés cette solution a été conservée dans un réfrigérateur et a
’abri de la lumiere pendant 30min .

(vérifier que I’absorbance de la solution DPPH aprés 30min est entre 0.6 et 0.7 ).

*Des solutions méres de RES , o —CD et B —CD ont été préparés a une concentration de 1
mg/mL.

« Puis, on a préparé des solutions filles de chaque solution mere préalablement préparées, a
différentes concentrations avec addition de 1 mL de DPPH dans chaque solution fille.

Une incubation a été effectués pendant 30min.
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Solutions filles de RES avant et apreés I’incubation :

ﬁ

Solution filles de p —CD avant et aprés incubation de 48H :

Mesure d’abdorbances :

«Calibrer la spectrophotométrie UV a 0 (en mettant 2 mL de méthanol
dans la cuve et faire le balayage).
*Fixer Amax & 517 nm.

Pour le témoin (-) : dans une cuve en quartz introduit 1 ml de méthanol

et 1 ml de DPPH ensuite lire 1’absorbance.
*Mesuré ensuite 1’absorbance des solutions filles diluées.
« Tracer la courbe de la concentration en fonction de pourcentage d’inhibition (1%).
A(T™) - A(S)n
A(T™)

1% =

Avec :

A (T™) : I’'asborbance de Temoin négative / A(S)n : I’absorbance des solutions filles.
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RESUME

Le but de ce travail est d’étudier la formation du complexe d’inclusion du resvératrol a
base de deux CDs dans le méthanol, de plus les propriétés antioxydantes de chaque
complexe ont été étudiées par la méthode de DPPH, I’étude en solution a été réalisées par
spectrophotométrie UV-visible montrant la steechiométrie du complexe 1 :1 et *H RMN,
alors que 1’étude a I’état solide a été réalisée en utilisant la spectroscopie infrarouge (FT-
IR).

Mots clés : Resvératrol, o —Cyclodextrine, p —Cyclodextrine, complexe d’inclusion.

ABSTRACT

The purpose of this work is to study the formation of the inclusion complex based on
two CDs in methanol, moreover the antioxidant properties of each compound were studied
by the DPPH method, the study in solution was carried out by UV-visible
spectrophotometry showing the stoichiometry of the 1:1 complex and the formation
constant Kf, and 1HRMN spectroscopy, whereas the solid-state study was carried out using
infrared spectroscopy (FTIR).

Keyword: Resveratrol, o —Cyclodextrin, § —Cyclodextrin, inclusion complex.
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