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Résume

Les dérivés phénoliques sont connus pour leurs propriétés antioxydantes. D’autre part
depuis de nombreuses années, les nitrones ont ét€é reconnues comme de bons piéges a
radicaux libres, avec lesquels elles réagissent pour former des adduits de type oxyaminyle, ces
derniers étant stabilisés par résonance et ayant une durée de vie supérieure a celle des
radicaux dont ils sont issus, en particulier les radicaux oxygénés. Cette propriété des nitrones
a été utilisée en biologie pour détecter la présence de radicaux libres oxygénés et également
pour protéger les cellules contre un stress oxydant. Dans ce cadre, les travaux décrits dans ce
manuscrit sont centrés sur la recherche de nouvelles molécules duales qui rassemblent les
deux fonctions.

Dans la premiere partie de ce mémoire nous avons réalisé la syntheése des différents
nitrones phénoliques par condensation des différents aldéhydes aromatiques sur la B-
phénylhydroxylamine. Tous les produits synthétisées ont été caractérisés par différentes
méthodes physiques et spectroscopiques tels que : SM, IR, RMN 'H et RMN C, nous a
permis de vérifier I’existence des fonctions nitrones.

Dans la deuxiéme partie nous avons évalués ’activité antioxydante des nitrones synthétises
par trois tests chimiques : la méthode de f caroténe, la méthode de FRAP « ferric réducing
antioxydant » et la méthode de DPPH « 1,1-diphenyl-2 picrylhydrazule ». Ces tests ont
montré que les nitrones phénoliques ont un bon pouvoir antioxydant. Ce pouvoir peut étre
renforcé par l'addition d'un groupement méthoxy en l'ortho de la fonction hydroxyle.

L'utilisation des nitrones bis fonctionnelles a montré son efficacité avec les méthodes qui

reposent sur le mécanisme de Transfer d'hydrogene.

Mots clés : nitrone, antioxydant, phénols, RMN H' RMN C", DPPH, FRAP, [-carotene
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Abstract

Phenolics are well known for their antioxidant properties. On the other hand for many
years, nitrones have been recognized as good free-radical scavengers, with which they react to
form adducts type “oxyaminyle”, the latter being stabilized by resonance and having a shelf
life greater than radicals from which they come, especially oxygen radicals. This nitrones
property was used in biology for detecting the presence of oxygen free radicals and also to
protect cells against oxidative stress. In this context, the work described in this manuscript is

focused on synthesis a new dual molecules that bring both functions.

In the first part of this work, we performed the synthesis of various phenolic nitrones by
condensation of various aromatic aldehydes on the B-phénylhydroxylamine. All synthesized
products were characterized by various physical and spectroscopic methods such as MS, IR,
'HNMR and C NMR allowed us to check and identify the existence of nitrone functions.

In the second part, we evaluated the antioxidant activity of nitrones synthesized by three
chemical tests, the method of B-carotene, the method FRAP "ferric Reducing antioxidant" and
the method of DPPH "1,1-diphenyl- 2 picrylhydrazule ". These tests show that phenolic
nitrones have a good antioxidant property. This power can be strengthened by the addition of

a methoxy group on ortho position to the hydroxyl function.

The use of bifonctional nitrones shown efficiency with the methods based on hydrogen

transfer mechanism.

Key words: nitrone, antioxidant, phenol, RMN Hl, RMN C13, DPPH, FRAP, B-carotene.



Liste des abréviations

Abs : Absorbance
AMPQO: 5-carbamoyl-5-méthyl-1-pyrroline N-oxyde
Ar : Aromatique
BHA : Butyle Hydroxyle Anisol
BHT : Butyle Hydroxyle Toluéne
Boc-MPO: 5-tert-butoxycarbonyl-5-méthyl-1-pyrroline N-oxyde
BC : carbone 13
,,,,, °C : Degrés Celsius
cat : catalyseur
CCM : Chromatographie sur Couche Mince
DEPMPO: 2-diéthoxyphosphoryl-2-méthyl-3,4-dihydro- 2H-pyrrole-1-oxyde
DIPPMPO: 5-diisopropoxyphosphoryl-5-méthyl-1-pyrroline-N-oxyde
DMPO : 5,5 diméthylpyrroline-N-oxyde
4 DMSO: Dimethylsulfoxyde
DPPH: 2, 2-Diphenylpicrylhydrazyl
E : Trans
EAR : Especes Réactives de 1'Azote
EMPO: 2-éthoxycarbonyl-2-méthyl-3,4-dihydro-2H-pyrrole-1-oxyde
EOR: Especes Réactives de I’Oxygéne
éq : équivalant
eV : électron-volt
FRAP: Ferrie reducing antioxidant power
h: heure
H: proton
HPLC: Chromatographie liquide haute Pression
Hz : Hertz
I: Iode
IR : spectrométrie Infra-Rouge
ispr : isopropyle
j: jour
J : Constante de couplage a distance de x liaisons entre les noyaux
KBr : Bromure de potassium
Me :Méthyle

(m/z) : masse/charge
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Introduction générale.

Introduction générale

Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre entre la production d’espéces
oxygénées et azotés réactives et les défenses antioxydantes. Ce phénomeéne est associé a de
nombreuses pathologies telles que des maladies neurodégénératives et cardiovasculaires ou
des cancers. Pour contrecarrer les dégits causés par le stress oxydant, [’utilisation
d’antioxydants synthétiques s’est avérée intéressante. Ce dernier, doit étre stable et non
toxique dans les conditions de l'expérience, il doit interagir sélectivement avec les radicaux
libres visés et les valeurs de vitesse de piégeage doivent étre élevées. Les molécules piéges les
plus couramment utilisées pour piéger les radicaux sont les nitrones, Parmi ces nitrones, la
5,5 diméthylpyrroline-N-oxyde (DMPO), I’o-phényl-N-tertbutylnitrone (PBN) ainsi que la a-
4-pyridyl-1-oxide-N-tert-butylnitrone (POBN) se sont révélées, durant de longues années,
comme des antioxydants tres efficaces in vitro ou in vivo.

Cependant, malgré la grande capacité que possédent ces nitrones a piéger de nombreux
radicaux libres, elle présente quelques limitations telle que 1’insolubilité en milieu biologique.
La recherche de nouvelles nitrones synthétisés, plus performantes dans les milieux
biologiques est en progression continue.

Notre travail rentre dans ce contexte, il vise a synthétiser de nouvelles nitrones
phénoliques. Ces derniéres regroupent les propriétés antioxydantes trés intéressantes des
phénols a celles des nitrones.

Ce manuscrit est organisé en trois parties :

Une partie théorique sur les nitrones, leurs méthodes de synthése et leurs applications.
La deuxieme partie est la partie expérimentale. Elle comporte le matériel et les méthodes
utilisées.
La troisiéme partie est consacrée aux résultats expérimentaux. Cette partie sera subdivisée en
deux chapitres.
» Le premier chapitre sera consacré a la synthése et caractérisation d’une série de
nitrones phénolique.
» Le deuxiéme chapitre comportera les résultats des tests de [activité
antioxydante des nitrones phénoliques synthétisées

On terminera par une conclusion générale.
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Etude bibliographique Chapitre I : Nitrones.

La chimie des composés a double liaison C=N représente actuellement une méthode de
choix pour la synthése de composés aminés. Parmi ces substrats, les nitrones offrent de
nombreux avantages. Elles sont souvent stables et cristallines, et sont plus réactives que les

autres composées a double liaison C=N(Figurel) [1].
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R=alkyle, R'= C(O)alkyle

Figure (1): les composés a double liaison C=N

1.1 Définition des nitrones

Les nitrones sont découverts en 1890, par Beckmann sont des composés stables possédant
une double liaison carbone-azote et une liaison de coordinance azote-oxygéne qui leur confére
une structure de type anion allylique. Ces composés dont le siége d’une mésomérie et
I’écriture des formes limites de résonance met en évidence leur caractére 1,3-dipolaire [1]
(Figure2). Au début du 20°™ siécle, la structure envisagée pour ce type de composé était une
structure cyclique a trois chainons de type oxaziridine (Figure2), ou ’atome d’oxygéne était
relié au carbone [2].

Le nom nitrone provient de la contraction des termes anglais « nitrogen » et « ketone» qui

illustre une analogie entre les nitrones et les composés carbonylés [2].

R! 5 R! 5 ] w
oS S ~N
\>
l S 0
C - C &
L R’ DR O e o R g
oxaziridine

Figure(2 ): Stabilisation des nitrones par résonance
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I.2. Types de nitrones

Par analogie avec les aldéhydes et cétones, on différencie deux types de nitrones : les
aldonitrones et les cétonitrones. Les premiéres comportent un proton sur I’atome de carbone
de la fonction nitrone, contrairement aux secondes (Figure 3). Les cétonitrones sont réputées
d’étre moins stables et moins faciles d’acceés.

La présence de la double liaison C=N implique des relations d’isomérie Z/E dans ces
structures [2,3]. Dans le cas des nitrones acycliques, une cétonitrone pourra adopter les deux
configurations (la £ possédant un moment dipolaire plus élevé) [2], et une aldonitrone sera
exclusivement de configuration Z stabilisée par hyperconjugaison, généralement cristalline et
stable [4] et lorsqu’elles sont cycliques,elles ne peuvent évidemment présenter que la

géométrie (E) (Figure 3).

S)
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R @)
\(:\13 o \N/ @N/
] | |
\ =
H/ \R' R“/ S R' n=1,3
Aldonitrones Z Cétonitrones Eou Z Nitrones cycliques E

Figure (3) : Types de nitrones

I.3. Syntheéses

La littérature est relativement riche en ce qui concerne la préparation des nitrones, la
disponibilité des composés précurseurs étant 1’argument principal pour le choix de 1’'une ou
’autre d’entre elles. Les nitrones sont obtenues par oxydation d’amines, d’imines ou de N-
hydroxylamines, par N-alkylation d’oximes, ou encore par condensation d’une N-
hydroxylamine sur un dérivé carbonylé (Figure 4) [1].Ci-dessous, nous citerons quelques

méthodes de synthéses des nitrones .
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Figure (4) : Approches possibles pour la préparation des nitrones

1.3.1.0xydations
A-Oxydation d’amines

L’oxydation des amines secondaires conduit a la formation de nitrones en présence d’un
catalyseur métallique et d’un agent oxydant (Figure5). La méthode générale consiste & utiliser
comme agent oxydant une solution de peroxyde d’hydrogéne a 30% ou son complexe urée-
H,O, (UHP), solide [5]. Les catalyseurs les plus utilisés pour ces transformations sont le
tungstate de sodium dihydraté (Na,WO,) [6], le dioxyde de sélénium (SeO,) [7], et le
méthyltrioxorhénium (CH3;ReOs) [8] (Figure5).
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Figure (5) : Oxydation d’amines secondaires
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B-Oxydation de N-hydroxylamines

Les N-hydroxylamines sont les intermédiaires non isolés des réactions d’oxydation
d’amines en nitrones. Il est donc possible de les oxyder pour conduire a la formation des
nitrones correspondantes. Les agents métalliques d’oxydation de N-hydroxylamines

conduisant aux nitrones sont variés (cuivre, plomb, argent).

Parmi les agents d’oxydation connus, le meilleur est "oxyde de mercure (IT) qui permet
d’obtenir des nitrones avec de trés bons rendements (>95%) et une bonne régio-sélectivité
pour les nitrones cycliques, mais des régiosélectivités faibles dans le cas de nitrones

acycliques (Figure 6) [9].

R
R B )
/l HgO 1,5éq s @/l o
R./\N - R/\ T § R-/\ T
| CH,CI, 0C°,1h o o
OH e S
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Ph H 38 62
Ph Et 45 55

Figure (6) : Oxydation de N-hydroxylamines

L’oxyde de mercure utilisé est de plus en plus remplacé par le dioxyde de manganése moins

toxique [10].
C-Oxydation d’imines

L’oxydation d’imines peut conduire a la formation de nitrones. Cependant, leur utilisation
présente deux inconvénients majeurs : les imines nécessaires ne sont pas toujours stables et
leur oxydation conduit & un mélange de nitrone et d’oxaziridine. Ainsi, certains agents
d’oxydation énoncés précédemment (peroxyde d’hydrogéne, UHP) [11], ainsi que I’acide m-
chloroperbenzoique dans certains cas [12] conduisent principalement, voire complétement

aux oxaziridines[13].
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Le permanganate de potassium permet néanmoins 1’oxydation d’imines substituées en
nitrones en présence d’un agent de transfert de phase avec de bons rendements malgré la

présence minoritaire des amides (Figure7) [14].

N/ R4 ~_ " /O HN/
H KMnO, , t-BuyNCl (car) IT .
c = & _—Cx_
H/ \R CHLCl, - H,O H/ \R H 0
16-89% 4-24%

R=Ph,pNO,-CgxH,,.iPr,t-Bu
R,=t-Bu,Ph

Figure(7): Oxydation d’imines

En raison de ces limitations cette méthode n’est pas la plus utilisée. Ainsi, la

condensation de N-hydroxylamines sur les composés carbonylés a été largement développée.

1.3.2 Condensation de N-hydroxylamines avec des composés carbonylés

A- Aldéhydes

La condensation de N-hydroxylamines sur les aldéhydes est I'une des techniques
les plus répandues pour I’obtention d’aldonitrones. Elle a permis la synthése de

diverses N-benzylnitrones a température ambiante et en présence d’un desséchant

avec de tres bons rendements(Figure 8) [15].

S)
R' O
@D
i)l HO\N /H déssechant MgSO, , CH,Cl, \IT/
+ >
C
H/ \R R Ta H/C\R
Figure(8) : Condensation de N-hydroxylamines avec les aldéhydes
B- Cétones

La condensation avec les cétones est plus lente et nécessite une activation du
carbonyle par un acide de Lewis comme le chlorure de zinc anhydre qui est le plus
performant et un chauffage de plusieurs heures [16]. Il est a4 noter que les cétones
possédant un groupement électroattracteur en o sont déja activées et ne nécessitent

donc pas la présence d’un agent d’activation.
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Figure(9) : Condensation de N-hydroxylamines avec les cétones

L.3.3 Alkylation d’oximes

Lors de I'alkylation des oximes, la chimiosélectivité est gouvernée par la configuration de
ces dernieres qui va conduire aux composés N-alkylés (nitrones) ou O-alkylés (éther
d’oximes) (Figurel0).

Dans le cas d’aldoximes, la configuration Z (R1 = H) conduira majoritairement a une
nitrone car les doublets électroniques libres de I’oxygéne sont encombrés (par le groupement
R2) et celui de I'azote est le plus disponible. Inversement, la configuration % R2 = H)

conduira préférentiellement aux éthers d’oximes [17].

o
OH R +/ OR
N/ \N N/
. |
C = —_—
R/ \R Rl/ \ R1/ \R2
1 2 R,
Nitrone Vs Ether d'oximes
R-X: Mel , 1P1l

Figure(10) : Alkylation d’oximes
I.4. Réactivité

La présence de I’atome d’oxygéne ©électronégatif et d’un atome d’azote chargé
positivement implique que la double liaison C=N est polarisée, rendant le carbone
€lectrophile, donc tres réactif. Ces composés réagissent aussi bien avec des ¢lectrophiles (sur

I’atome d’oxygeéne) qu’avec des nucléophiles (sur ’atome de carbone)[1].

D’autre part, il existe de nombreuses ressemblances entre les nitrones et les composés
carbonylés : par exemple, I’acidité des protons en «, le caractére électrophile du carbone de la
double liaison ou leur réduction par les hydrures métalliques [3]. Les cycloadditions 1,3-

dipolaires restent néanmoins les réactions les plus connues avec les nitrones.
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I.4.1 Cycloadditions 1,3-dipolaires
Les nitrones ont €galement été trés employées dans des réactions de cycloaddition 1,3-
dipolaire [18]. Ces réactions permettent la création de cycles de type isoxazolidines,

précurseurs de 1,3-aminoalcools obtenus par réduction de la liaison N-O.

R® R3
© R1\ I T‘ /
R® 0o RS R7 N NH
S S rRe—” \o [Réd] rR—c” oy
I ] = S — 7
C R4—C——C—FR’ R*—C——C—R
S \ . I I
R’ R R® Re
Isoxazolidines B-aminoalcools

Figure(11): La réaction de Cycloadditions 1,3-dipolaires

Cette propriété explique aussi la dimérisation des nitrones énolisables. En effet, une
cycloaddition 1,3-dipolaire entre la nitrone et son tautomére N-hydroxyénamine forme le

produit de cycloaddition(Figure 12)[19].

R1
R? 8
N~ N—OH
R? 8 R1\ /OH |’\|l R1\ / g
\ﬁ/ G N
“ = | H R2
(@ /C
w \CH2 H \TH R2 R2
Ilz R2 dimére

Figure (12) : dimérisation des nitrones énolisables

1.4.2 Additions nucléophiles

Le caractere €lectrophile des nitrones en fait aussi de bons partenaires dans le cadre
d’addition de nucléophiles. Les additions nucléophiles sur les doubles liaisons C=N sont tres
utilisées pour la synthese de composés aminés. Les nitrones réagissent avec un grand nombre
de nucléophiles tels que les ions cyanures ou divers dérivés organométalliques. Ces réactions
d’additions nucléophiles permettent un accés faciles aux N-hydroxylamines fonctionnalisées

(Figure13) [20].
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S HO R3
(@] R3 i
B ol R-MgBr T
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Hydroxylamines

Figure(13) : Addition nucléophiles sur les nitrones

I.4.3 Inversion de polarité (Umpolung) des nitrones

Au début des années 2000, un nouvel aspect de la réactivité des nitrones :en présence de
diiodure de samarium (Sml,) la polarité de la double liaison carbone-azote est inversée
(Umpolung) par réduction. L’espece ainsi réduite peut alors réagir avec des électrophiles

comme des dérivés carbonylés ou des esters o,B-insaturés[21] (Figureld ).

o _ /R3 ﬁ 0 i} H HO\N/Ra
" T R R4/C\R5 R R \COZEt' i
\C C— R Sml, ll Sml, R1/ ’ \/\
lg \OH R/ N L2 COHE
N-hydroxypB-aminoalcools N-hydroxy y-aminoester

Figure (14) : Inversion de polarité des nitrones

I.5.Domaine d’application des nitrones

Les nitrones sont des intermédiaires synthétiques importants qui ont servi d'une maniére
extensive en chimie organique. Quelques nitrones ont été utilisées pour le piégeage et
ldentification des radicaux libres[22], particuliérement dans les études biologiques. De nos
jours, les nitrones ne représentent pas seulement un outil largement utilisé pour la détection
des radicaux libres, mais aussi comme agents chimiothérapiques prometteurs au niveau

cérébral et autres pathologies[23].
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L.5.1. Piégeage de spin

A Theure actuelle, les nitrones sont une classe de molécules diamagnétiques treés

couramment utilisée dans la technique de piégeage des radicaux (spin trapping) [24]. Un

exemple de piégeage d’un radical (R’) par une nitrone est représenté sur la figure (15).

Radical non
détectable par R R
RPE \ ® I

H ¢ H

S ®
Picge diamagnétique Adduit de spin = Radical persistant
observable par RPE
Etude RPE

Figurel$ : Principe de la technique de piégeage de spin par une nitrone

La nitrone réagit avec le radical libre par I'intermédiaire du carbone situé en position o, de
I’atome d’azote, ce qui conduit & la formation d’un adduit de spin de type nitroxyde. L’atome
d’hydrogene qui se trouve a deux liaisons du groupement nitroxyde est nommé hydrogene p.

Parmi ces nitrones, la 5,5 diméthylpyrroline-N-oxyde (DMPO), I’a-phényl-N-
tertbutylnitrone (PBN) ainsi que la a-4-pyridyl-1-oxide-N-tert-butylnitrone (POBN) se sont
révélées, durant de longues années, particuliérement bien adaptées a ’étude du piégeage de

nombreux radicaux libres in vitro ou in vivo.

L.5.1.1.Les spin-traps cycliques

La DMPO est encore actuellement I'un des piéges les plus utilisés [25], car elle présente
d’excellentes propriétés de piégeage des radicaux oxygénés de type hydroxyle, superoxyde et
perhydroxyle [26,27].

Cependant, malgré la grande capacité que posséde cette nitrone cyclique a piéger de
nombreux radicaux libres, elle présente quelques limitations comme °

» sa faible solubilité dans I’eau,

10f
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> sa sensibilité aux attaques nucléophile en milieu aqueux ainsi qu’a d’autres réactions
de dégradation,

» la trés faible stabilité de I’adduit de spin formé par piégeage du radical : Exemple
superoxyde (DMPO-O,H), qui la perticularité de se décomposer trés rapidement en
adduit hydroxyle (DMPO-OH),et dont le temps de demi-vie est 45secondes en milieux
aqueux [25-28-29].

C’est ainsi que de nouveaux spin-traps dérivés de la DMPO, ont été synthétisés afin
d’améliorer ses capacités de détection et d’identification de radicaux libres en milieu

biologique [30, 31] , toujours dans le but d’augmenter le temps de demi-vie des adduits de

spin formés.La figure 16 présente quelques analogues, avec notamment

A e Mo ™Mo
% I

(C]
DIPPMPO Boc-MPO EMPO AMPO

Qo—=D
N\

@O—-—Z

N
l
©

\
® o—z@)

DEPMPO

Figure 16: Structures chimiques de quelques spin-traps cycliques

I.5.1.2.Les spin-traps linéaires :

La PBN est également utilisée dans des études de piégeage de spin malgré des propriétés
de piégeage plus faibles que son analogue cyclique, conduisant a des adduits de spin moins
persistants [32]. En effet, ’adduit de spin formé par piégeage du radical superoxyde, PBN-
OH, a un temps de demi-vie de seulement 10 secondes. Cependant, son hydrophobie plus
élevée rend la PBN plus adaptée que la DMPO pour piéger des radicaux carbonés en milieu
organique [33] comme en milieu aqueux [34]. De plus, cette hydrophobie supérieure lui
confere une meilleure distribution tissulaire et une meilleure pénétration transmembranaire

lors d’expériences en milieu biologique.

11;
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I.5.2.Utilisation d’antioxydants de type nitrone a propriétés thérapeutiques

Les nitrones ont également été utilisées dans le cadre d’expériences biologiques afin
d’évaluer si leurs propriétés de piéges 4 radicaux libres pouvaient avoir un effet protecteur sur

des cellules ou des organismes exposés a un stress oxydant.
I.5.2.1.Activité neuroprotectrice

En 1985, Novelli et col ont découvert que la PBN possédait une activité protectrice dans les
cas d’ischémies cérébrales[35]. ces études ont été confirmé par McKennie e col. en 1986[36]
et par Hamburger ef col. en 1989[37].

Le mécanisme d’action de la nitrone commme neuroprotectrice implique I’inhibition du
processus de capture de signal accentué qui sert d’intermédiaire de la régulation de geéne qui

produit les neurotoxines [38,39].

1.5.2.2.Activité sur la vision et I’ouie

De nombreuses recherches ont montré que le stress oxydant joue un réle primordial dans
Pinduction de maladies touchant I’oreille interne et dans la perte de I’audition lors
d’exposition & des nuisances sonores excessives [40].

Les travaux de Fechter ef col ont démontré que de nombreux composés comme, le
monoxyde de carbone, le cyanure d’hydrogene et I’acrylonitrile peuvent, en association avec
des nuisances sonores, engendrer une perte de ’audition par une surproduction d’EOR et
d’EAR dans Poreille interne[41]. la PBN a été testée sur des rats soumis a une exposition
sonore intense et en présence de monoxyde de carbone ou d’acrylonitrile et il a été démontré
que I’administration de PBN avant et pendant la période d’exposition 4 la toxine et I’intensité
sonore permettait de diminuer fortement la perte auditive chez les rats[42] . La PBN s’est
également montrée & plusieurs reprises capable de réduire les effets néfastes des radicaux
libres sur un modele expérimental de dégénérescence rétinienne, qui consiste & exposer des

rats a une lumiére intense[43].

12
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L.5.2.3.Autres activités protectrices

La streptozotocine (STZ) est une molécule capable de reproduire les diabétes insulino-
dépendants en induisant la formation de radicaux libres et une hyperglycémie.
Cette hyperglycémie peut étre inhiber par la PBN tout en réduisant trés fortement la
production de radicaux|[44].

les dommages induits par des agents anticancéreux anthracycliques ou des agents anti-
angiogéniques peut étre réduit par PBN qui est capabale de diminuer la cardiotoxicité de la
doxorubicine[45] en maintenant son activité cytotoxique[46].

De plus, la PBN est également capable de réduire I’action tératogéne de la thalidomide par

pre-traitement, indiquant que la toxicité de ce xéniobiotique pourrait étre liée a la formation

d’especes radicalaires[47].

L.5.2.4.Activité sur le vieillissement

De nombreuses études ont mis en évidence le fait que 1’administration de PBN chez des
sujets 4gés s’accompagnait d’un allongement de la durée de vie.

Enl1991, Carney et col [48],démontrérent pour la premiére fois les effets bénéfiques d’une
administration chronique de PBN sur la restauration des fonctions cognitives de rats agés.
Ces résultats ont été confirmé par Sack e col. [49] et Saito et col. [50].

La PBN posséde donc une activité anti-dge marquée qui serait en partie due, d’aprés Saito,

a sa capacité a former des radicaux nitroxydes in vivo.
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Chapitre II : Partie Expérimentale

I1.1 Appareillages et produits
I1.1.1 Produits

Les produits utilisés dans notre travail et leurs origines sont rassemblés dans le tableau (1).

Tableau (1) : produits utilisés ainsi que leurs origines et degré de pureté.

Produits Origine Pureté (%)
Ethanol absolu Sigma-Aldrich 99,9
Diéthyl éther Sigma-Aldrich 99,5
Ether de pétrole Sigma-Aldrich 95
Nitrobenzéne Panreac PA 99.5
Chlorure d’ammonium(NH4Cl) | Sigma-Aldrich 99.5
Zinc en poudre Panreac PA 99
Chlorure de sodium Sigma-Aldrich 99
MgSO, Sigma-Aldrich 99
Benzaldéhyde Sigma-Aldrich 99
Acétate d’éthyle Sigma-Aldrich 99.5
Vanilline Sigma-Aldrich 98
Isovanilline Sigma-Aldrich 95
Sulfate de fer Sigma-Aldrich 99
Persulfate de sodium Sigma-Aldrich 98
Soude NaOH Sigma-Aldrich 99,5
Acide chlorhydrique Sigma-Aldrich 38
Chloroforme Pro labo 99,6
Dichlorométhane Sigma-Aldrich 99
DMSO Panreac PA 99.9
DPPH Fluka 99

j -caroténe Pro labo 99,5
Acide linoléique Fluka 98
Tween 40 Pro labo 98
Fecls Fluka 99
[K5Fe(CN)¢] Fluka 99

TCA Fluka 99
BHA Fluka 99
2,6di-tert-butyl-4-methyl Fluka 99
phenol (BHT)
-Nitrone IX (C-3-méthoxy-4- Les nitrones utilisées sont synthétisées, identifiées
hydroxy phényl, N-phényl au lal.)oratoire d.e Recherche sur les Produits
nitrone) Bioactifs et Va.lorlsatlon de la Biomasse de I’Ecole

. Normale Supérieure de Kouba.

=Nitrone X (C-3-hydroxy-4-

méthoxy, phényl, N-
phénylnitrone
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I1.1.2 Appareils

Les différents appareils utilisés pour nos analyses sont:

- Les points de fusion des nitrones synthétisés ont étés mesurés en tube capillaire, a I’aide d’un
appareil de type Stuart.

- Les spectres Infra Rouge des nitrones ont été réalisés a I’aide d’un appareil de marque IR-FT
JASCO-4100. Les composés solides sont greffés sur des pastilles en KBr. Les nombres d'onde
des bandes de vibration d'élongation (v) sont donnés en cm™.

- Les spectres UV- visible ont été réalisés a I’aide d’un spectrophotometre UV-Visible, de marque
JASCO, type V-630 a doubles faisceaux.

- Les spectres de masse ont été réalisés a I’aide d’un appareil de marque NERMAG R 10-10
dans les conditions d’impact électronique (IE).

- Les chromatographies sur couche mince (CCM) ont été réalisées sur des plaques de gel de silice
sur aluminium, les CCM sont révélés en lumiére ultraviolette a 254 nm.

- Les spectres RMN 'H réalisés en solution dans le DMSO 4 200 MHZ ont &té obtenus a
I'aide d’un appareil de type Bruker AC 200. Les déplacements chimiques sont indiqués en
ppm par rapport au tétraméthylsilane(TMS) servant d’étalon inerte, les constantes de
couplage en Hz et les abréviations utilisées dans la description des spectres sont : s : singulet
; d : doublet ; t : triplet ; q : quadruplet ; dd : doublet de doublet dt : double triplet ; m :
multiplet.

I1.2 Synthése des nitrones
Les nitrones sont préparées par condensation de la B-phénylhydroxylamine sur les aldéhydes
aromatiques. Les modes opératoires de la synthése de I'nydroxylamine et quelques aldéhydes

aromatique ainsi que sa condensation sur les aldéhydes aromatiques sont donnés ci-dessous:
I1.2.1 Synthése de la B-phénylhydroxylamine

La B-phénylhydroxylamine est préparée par réduction du nitrobenzene (CsHsNO,) par le zinc (Zn),
en présence de chlorure d'ammonium (NH4CI), Cette réaction se fait sous controle thermique car, elle
est exothermique et si on laisse la température dépasser 65C°, on aura la réduction compléte de la
fonction nitro (Formation d’aniline). Le mode opératoire général est comme suit

Dans un erlenmyer de 500 ml, équipé d’un thermométre, on fait introduire 25g de chlorure
d’ammonium, 200 ml d’eau distillée et 50 g (41,6mL, 0,41mol) de nitrobenzéne fraichement distillé. On

agite vigoureusement en ajoutant pendant 15 minutes 59 g (0,83mol) de zinc en poudre. La vitesse de
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cette addition doit étre controlée de fagon & ce que la température du mélange reste entre 60 et 65°C
jusqu’a ce que tout le zinc soit rajouté. On continue I’agitation pendant 15 min supplémentaires (le
temps pour que la réaction de réduction s’achéve). La fin de la réaction se manifeste par une chute de
température. On filtre le mélange et on lave le zinc oxydé avec 100 ml d’eau chaud. Le filtrat est saturé
avec 300g de chlorure de sodium et extrait avec le diéthyl éther pour éliminer toute trace de composes
inorganiques. La phase organique récupérée est séchée avec du sulfate de sodium. Apreés filtration, on
évapore a sec pour obtenir un solide jaunatre. La recristallisation de ce dernier dans I'éther de pétrole
nous donne 25.4g de B-phénylhydroxylamine sous forme de cristaux blanc [51].Le protocole de

synthése de base mis en ceuvre est schématisé dans la figure (17).

_ZedeNhd | | 200midHo | | 4LeimideCiiNO |

' l

Henlmyerde 00ml,.

Agitation pendant 15min |

- giwaon

59gdeZn

NG L

ST

X

' Précipité (zn0) f f_;»ltrgt‘. .

~ Saturation avec 300g de NaCl J

. Phase organique { | Phase agueuse ;
. Séchageavec MgSO,
- 'Eyapprationr
Formation d’un solide jaunatre

 Recristallisation dans I'éther de pétrole |

B-phénylhydrowylamine Rg=57 |

Figure (17) : Organigramme de synthése de B- phénylhydroxylamine
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I1.2.2 Synthése de la bisvanilline

La synthése de bisvanilline a lieu selon la réaction et le mode opératoire général suivant :

(0] (@) O
= S S
2 Na,S,0g / FeSO4cat
Hyo . 5j . 50°C
H5CO
OH OH OH

Figure (18) : Synthese de la bisvanilline

Dans un ballon de 1L on introduit 10,64g de vanilline en suspension dans 700 ml d’eau, on ajoute
0,4g de sulfate de fer. Le mélange est mis sous agitation avec chauffage a 50C° (On remarque aprés
’agitation qu’il y a formation de suspension blanche). Aprés 10min de chauffage a 50C° on ajoute
8,93g de persulfate de sodium (on remarque que le mélange réactionnel vire du blanc au noir). a la fin
de I’addition du persulfate de sodium la couleur du mélange devient marron clair). On maintient le
mélange réactionnel sous agitation a 50C° pendant 5 jours. Le mélange est filtré sous vide pour
récupérer un précipité marron clair trés fin. Ce dernier est purifié par solubilisation dans une solution
de NaOH 2M suivi d'une précipitation par addition d’une solution de HCI 2M. Le solide formé est
filtré, séché a I’air libre. 9g de la bisvanilline est obtenu sous forme d’une poudre de couleur marron
clair [52].

Le protocole de synthese de base mis en ceuvre est schématisé dans la figure (19).
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.. Apres 10min

|
.

de chauffage a SOC‘;5

Filtration sous vide

e R 2 i
|

Figure (19) : Organigramme de synthése de bisvanilline

18 |



Chapitre II : Partie Expérimentale

I1.2.3 Condensation des aldéhydes aromatiques sur la - phényl hydroxylamine

La série de nitrones est synthétisée par condensation des aldéhydes aromatiques sur la B-

phénylhydroxylamine. Cette synthése a été réalisée selon le mode opératoire général suivant :

A une solution d’aldéhyde approprié¢ dans I’éthanol (50 ml), on ajoute une solution de B-

phénylhydroxylamine dans 1’éthanol (50 ml). On maintien ce mélange sous agitation a

température ambiante pendant 6 h. On laisse décanter a température ambiante. On filtre et on

récupére un composé solide [53]. Le tableau (2) rassemble les quantités des réactifs utilisés et

des produits obtenus :

Tableau (2): Quantités de réactifs utilisés et de nitrones obtenues en grammes et en moles et

rendements de réaction.

Nitrone | Mélange réactionnel Quantité utilisée (g) | Nombre de | Rdt (%)
moles

B-phénylhydroxylamine 2 0,018 68

I Benzaldéhyde 1,91 0,018

II B-phénylhydroxylamine 3 0.027 67
Vanilline 4.1 0,026

11T B-phénylhydroxylamine 3 0,027 65
Isovanilline 4.1 0,026

v B-phénylhydroxylamine 3 0,027 9
Syringaldehyde 4.9 0,027

A% B-phénylhydroxylamine 3 0.027 25
3,4-dihydroxybenzaldihyde | 3.72 0.027

VI B-phénylhydroxylamine 3 0,027 7
Isophthalate 2,41 0,018

VII B-phénylhydroxylamine 3 0,027 6
4-hydroxyle Isophthalate 0,8 0,005

VIII B-phénylhydroxylamine 3 0,027 5
Bis-vanilline 8,31 0,027

Ces nitrones sont recristallisés dans 1’acétate d'éthyle.

On obtient des nitrones attendues

sous forme de cristaux ou de poudre. L’analyse par CCM des mononitrones & donné un spot

ce qui prouve initialement leur pureté. L’analyse des bisnitrones a donné plus d’un spot, cela

nous a pousseés a faire une séparation par solvant selon 1’organigramme suivant :
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Mélange réactionnel

Filtration
Précipité noir Filtrat
Refroidissement
+eau
Précipité Filtrat

1) Récupération dans I'acétate d'éthyle

2) Refroidissement
3) Filtration

/

~.

Précipité JAUNE

Filtrat

Recristallisation dans
l'acétate d'éthvle

v

v

Récupération dans I'éther
de pétrole

Précipité jaune

Précipité orange

Figure(20) : Organigramme de séparation par solvant

I1.3 Purification et séparation par chromatographie flash

Les nitrones qui ont montré plus d’un spot lors de I’analyse par CCM on été soumis & une

séparation par chromatographie flash.

I1.3.1 Choix de I’éluant

La premiere étape de ce travail est de trouver la phase mobile qui donne un R¢entre 0,2 et

0,3. En suite on a préparé 400 ml de cet éluant (Tableau 3).
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Tableau(3) : Solvants de solubilisation et d'élution en chromatographie flash et CCM.

Nitrones Solvant de Eluant pour chromato Eluant pour CCM
solubilisation flash
v CH.Cl, 99% éther de pétrole 95% éther de pétrole
1% acétate d’éthyle 5% acétate d’éthyle
VI CH,Cl, 70% éther de pétrole 65%¢ther de pétrole
30% acétate d’éthyle 35% acétate d’éthyle
VIII DMSO 93% dichlorométhane 93% dichlorométhane

7% méthanol

7% méthanol

IL.3.2 Remplissage de la colonne

- On a pesé dans erlenmyer 30g de gel de silice et on ajoute la phase mobile pour I’élution.

- A Taide d’un entonnoir, on a tombé ce mélange réguliérement, on ouvrant légérement le

robinet de la colonne.

- le liquide s’écoulant goutte & goutte entraine la silice qui se répartie régulierement.

- alafin de ’opération le niveau supérieur de la silice doit étre bien horizontal (Figure 21).

- au cours de la manipulation, la silice doit étre toujours imprégnée de solvant sinon il se

produit des fissures dans la colonne, les zones d’adsorption se décalent et la séparation n’est

plus aussi nette.
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- Entonnoir

.. La colonne

= (el de silice

- Flacon de récupération

= L@ pompe a vide

Figure (21) : dispositif de la chromatographie flash

I1.3.3 Déposition de I’échantillon

L’échantillon brut a séparer (200 mg) a été dissout dans environ 2 ml de solvant. Le
mélange a été introduit treés délicatement a I'aide d’une pipette de Pasteur de facon
homogéne sur les bords de la colonne (Figure 22), le plus bas possible (la solution contenant
le mélange doit étre régulierement réparti sur la surface de la silice) Quand le produit est en
téte de colonne, le robinet doit étre fermé pour évite le séchage de la colonne pendant qu'on

rince le flacon ayant contenu l'échantillon).

v

Figure (22) : Déposition de I’échantillon sur la colonne
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I1.3.4 La séparation

La séparation des produits est obtenue par I’écoulement continu de la phase mobile &
travers la colonne en récupérant des fractions de 1 cm® dans des tubes & essais. Les fractions
récupérées ont €té posé sous hdte pour €liminer le solvant. L’analyse par CCM nous a permet

de déterminer les fractions qui se ressembles.

I1.4 Pouvoir antioxydant des nitrones phénoliques
Le pouvoir antioxydant de notre nitrone a été testé par trois méthodes : la méthode de piégeage
du radical libre 2, 2- diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), la méthode de blanchissement de la B-

carotene et la méthode de réduction de fer ferrique (FRAP).

II.4.1 La méthode de piégeage du radical DPPH

La mesure de I’activité antiradicalaire a été testée selon la méthode de BLOIS [54]. Le radical
libre DPPH (2, 2- diphenyl-1-picrylhydrazyl) est solubilisé dans I’éthanol absolu & une
concentration de 4 mg de DPPH dans 100 ml d’éthanol. Les solutions de nitrone de concentration
de Smmol/L ont été fraichement préparées. En paralléle, des solutions des antioxydants de
synthese : hydroxytoluéne butylé (BHT) et hydroxyanisole butyle (BHA) ont été préparées avec
la méme concentration que les nitrones.

Dans des tubes secs, on introduit un volume de 200ul des solutions a tester et on complete a
Iml avec de I’éthanol, on ajoute Iml de la solution DPPH, aprés agitation a ’aide d’un vortex, les
tubes sont placés a I’obscurité, & température ambiante (25°C) pendant 30min. Le test est répété 4
fois. La lecture est effectuée par la mesure d’absorbance a 517nm a I’aide d’un spectrophotométre
UV-visible, en utilisant des cuves en quartz de 2 ml.

L’activité est mesurée par la relation suivante :

Yo activité = (AbS controt —ADS test) / ABS contror * 100
Soit :
ADS controt : Absorbance a la longueur d’onde de 517 nm de la solution éthanol + DPPH.

ADS test : Absorbance a 517 nm de 1’échantillon
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I1.4.2 La méthode FRAP (Ferrie reducing antioxidant power)

Ce test a été déterminé suivant la méthode préconisée par Oyaizu [55]. Dans un tube a
essais contenant 100 pl de solution mére des nitrones synthétisées a Smmol/L dilué dans
I’éthanol sont mélangé avec 1,25 ml de solution tampon phosphate (0,2M ; PH=6,6) et 1,25
ml d’héxacyano ferrate de potassium [K3Fe(CN) ] & 1%. Les mélanges est chauffé a 50C° au
bain marie pendant 30min .Un volume de 1,25ml de TCA (10%) est ensuite ajouté. Le tout
est centrifugé a 3000 tours pendant 10 min. Enfin 1,25 ml du surnageant ont été meélangés
avec 1ml d’eau distillée et 0,2 ml de FeCl; (0,1%).L’absorbance est mesurée a 700nm a 1’aide
d’un spectrophotometre. Un blanc sans échantillon est préparé dans les mémes conditions, le
lecteur est mesuré & 700nm, le BHT et BHA est utilisé pour le contrdle positif. Le protocole

de la méthode FRAP est schématisé dans la figure(23).

100pl de solution mére + 400ul
d’éthanol

1,25ml de solution tampon
PH=6.6

\
1,25ml K5Fe(CN) s a

Chauffage a 50C° pendant 30min
4

1,25ml de TCA a 10%

i

Centrifugation pendant 10min

1,25ml de surnagent
0,2 ml de Fecl; l 1ml d’eau distillée

Dans un autre tube a essais

Mesure ["absorbances a700nm a I’aide
d’un spectrophotométre

Figure (23) : Organigramme de la méthode FRAP
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I1.4.3 Méthode de blanchiment de la B-caroténe

La méthode décrite par Tepe et ces collaborateurs [56] a été employée. Une émulsion de B-
carotene/acide linoléique a été préparée par solubilisation de 2 mg de B-caroténe dans 1ml de
chloroforme, ensuite 25 pl de I’acide linoléique et 200 mg de tween 40 sont additionnés. Le
chloroforme est complétement évaporé par évaporateur rotative et 100 ml d’eau sont ajoutés,
I’émulsion résultante est vigoureusement agitée.

A25mldu mélange précédent, 350 pl de chaque solution de nitrones synthétisées (a
une concentration de Smmol/ml dans 1’éthanol), trois répétitions ont été effectudes pour
chaque solution de nitrone. Les mélanges ont été incubés en obscurité et chauffé 4 50C° au
bain marie pendant 2h. Des contrdles ont été aussi préparés avec la méme procédure, en
remplagant les solutions de nitrones par des solutions des antioxydants de référence BHT,
BHA (controle positif) et l'autre sans antioxydant (contrdle négatif) ou I’échantillon est
remplacé par 350l d’éthanol. La cinétique de décoloration de I’émulsion en présence et en
absence d’antioxydant est suivie a 490nm a des intervalles de temps réguliers pendant
Zheures. L’activité antioxydant relative des extraits (AAR) est calculée apres 2 heures selon

I’équation suivante :

AARY%= [Abs2h (échantillon)/ Abs2h (BHT)] x100.
Ou:
AAR : activité antioxydant relative ;
Abs 2h (échantillon): absorbance de I’échantillon aprés 2 heures ;

Abs 2h (BHT): absorbance du BHT apreés 2 heures.

Le protocole de la méthode blanchiment de la B-caroténe est schématisé dans la figure (24).
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Solution mére de nitrone a

2mg de B-caroténe solubilisé

dans 1mL de Chloroforme 5mmol/ml

25 ul de I’acide
linoléique

200 mg de
tween

350pl de solution
mere des nitrones

Evaporation par
Rota-vapeur

Chauffage a 50C° p@

2,5 ml de I’émulsion
Dans des tubes a essais

Mesure de I"absorbances a 490nm
al'aide d’un spectrophotométre

Figure (24) : Organigramme de la méthode blanchiment de la B-caroténe
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Résultats et discussions

Chapitre I1I : Synthése et caractérisation des nitrones.

Il est bien connu que les produits phénoliques possédent une trés bonne activité
antioxydante. D’autre part, comme on la bien décrit dans la partie théorique, les nitrones sont
des agents antioxydants et thérapeutique intéressants. Pour relier entre le pouvoir de ces deux
fonctions, nous avons synthétisé des nitrones phénoliques. D’autre part, et dans le but de
promouvoir ce pouvoir nous avons préparé des bisnitrones phénolique. La synthése de ces

nitrones passe par la préparation de la B-phénylhydroxylamine.

ITI.1 Préparation des nitrones

La série des nitrones phénoliques préparés est obtenue par condensation de la B-

phénylhydroxylamine sur des aldéhydes correspondants [51].

IIL.1.1 Synthése de la B-phénylhydroxylamine

La B-phénylhydroxylamine est un réactif trés instable car, elle s’oxyde par un simple
contact avec I’air [57]. Cette derniére est préparée par réduction du nitrobenzéne avec du Zinc

en poudre en présence du chlorure d’ammonium [58].

La réaction chimique de la synthése de la B-phénylhydroxylamine peut étre décrite par la

figure (25).

Z=0

o N

+ —-
NH,(CI
+ + Dl —

Ph/

OH

N\H

+ Zn0O

Figure (25) : synthése de la B-phénylhydroxylamine

Les caractéristiques physiques de la B-phénylhydroxylamine sont regroupées dans le

tableau(4).

Tableau (4) : Caractéristiques physiques et rendement de la B-phénylhydroxylamine.

Aspect et couleur

Rdt (%)

Ry *

P; (°C)

Cristaux blancs

57

0,52

2

82

* : CCM sur plaque de silice, ¢luant: diéthyléther - éther de pétrole (50/50%) (V/V)
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II1.1.2 Synthése et caractérisation de la bis-vanilline

Dans le but de préparer ces nitrones bis fonctionnelles & base de produit naturel (vanilline)
nous avons pass€ a dimériser cette derniere. La Dbisvanilline (5,5 -bisvanilline ou 6,6’-
dihydroxy-5,5'-diméthoxybiphényl-3,3'dicarbaldéhyde) est synthétisée par couplage oxydant.
Ainsi, l'utilisation du persulfate de sodium en présence d’une quantité catalytique de sulfate
de fer en milieu aqueux, permet de dimériser la vanilline en position ortho par rapport a
I'hydroxyle phénolique. La vanilline est mise en réaction dans I'eau puis chauffée & 50 °C

pendant 5 jours [52]. Le mécanisme de cette réaction est proposé dans la figure (26) suivante :

Szng- / SO42- E=2,00€V
S,05> + 2P g 250,% 4+ 2FeH
Fe3* / Fe2+ E=0,77ev
(@) O
N AN O\
2 PP e 2R+, <~ )
¢ : Na,S,0.
H,CO réengagé avec Na,S,0g HCO M0 o
OH
0 o)
recombinaison

) O 0 O
O O réaromatisation
‘
HsCO OCHjs HsCO OCHs
OH OH © O

Figure (26) : Mécanisme du couplage oxydant par le fer [59]

Les caractéristiques de la bisvanilline sont regroupées dans le tableau (5).
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Tableau (5) : Caractéristiques physiques et spectrales et rendement de la bisvanilline.

Aspect et couleur Formule Rdt R * P: (°C) | Amax (nm) Emax
brute (%)
A =303 14300 mol-1.

Poudre marron clair C16H1408 85 0,4 297

L. cm-1.

# : CCM sur plaque de silice, ¢luant: éther de pétrole -diéthyléther (60/40%) (V/V)
IV.1.2.1 Caractérisation spectroscopique de la bis-vanilline
A-Spectre FTIR :

Le spectre IR de la bisvanilline dans KBr est représenté sur la figure (27). Les principales
bandes de vibration sont regroupées dans le tableau (6) : On observe une large bande 4 3281
cm™ correspondant 4 la vibration d’¢élongation de la liaison OH. La bande & 3020 cm™ est due
aux vibrations d’élongation de la liaison C-H de cycle aromatique. Les deux bandes a 2941 et
2967 cm™ sont attribuées aux vibrations d’élongation de la liaison C-H de groupement
aldéhyde. A 1674cm™ on observe une bande correspondant a la vibration d’élongation de la
liaison C=0O de groupement aldéhyde, ainsi que les bandes 1586 et1456cm™ sont attribuées
aux vibrations d’¢longation de la liaison C=C de noyau aromatique. La bande caractéristique
a 1488 cm™ est due a la vibration de déformation de la liaison C-C du cycle aromatique. La

bande & 1258cm™ correspond a la vibration d’élongation de la liaison C-OCHs.

Tableau (6) : Principales bandes IR de bisvanilline synthétisées.

Bis Fréquence d’absorption (cm™)

aldéhyde [y (OH) | v(C-H) arom | w(C-H) de gpt | v(C=0) | v(C=C) arom | C-C__ | v(C-
aldéhyde arom OCHs)

Bis- 3281 3020 2941-2967 1674 1586-1456 1488 1258
vanilline
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ST T PN AR,

//\ F«
3 : Lo il A

C-H Aldéhyde

P

E’""u
/’,‘-

63 | VA C-H arom
¢ ‘ AN\ i
- t \ \ \ \2941.30,024
&1 | ;
i / ‘\ '\‘\ -
[ OH 3281.56 \ 2967.68,023 C=0 585 C-C arom
& ‘""DZD SYEN 1674.26 1488,25
B C=C arom C-OCH;
-Bl T T K T L3 T T 13
4400 3500 3000 2500 2000 1200 1000 200

Figure (27) : Spectre IR en pastille de KBr de bisvanilline.

II1.1.3 Condensation des aldéhydes sur la B- phényl hydroxylamine

Cette condensation se fait en solubilisant les deux réactifs dans I’éthanol absolu 2

température ambiante (Figure 28). Ainsi, nous avons obtenu une série de nitrones (tableau

7).
H OH H 0 £ )
. ./  Ethanol \ +/
N C — .+ HO
o VAR
Ph Ph Ta H Ph

Figure (28) : Condensation des aldéhydes sur la B- phényl hydroxylamine.
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Tableau (7) : Nomenclatures et structures des mononitrones et bisnitrones synthétisées.

nitrones | Ar Nom systématique | Structure
I Phényl C, N-diphényl | 5
nitrone o
TE O N\e
1 3-méthoxy-4-hydroxy | C-3-méthoxy-4- oo @
) hydroxy phényl,N- o)
phényl phénylnitrone HO 5\
P
T 3-hydroxy-4-méthoxy | C-3-hydroxy -4- vo
a ) méthoxy phényl, N-
§ phényl phénylnitrone M __C:G,z/
5 T\
§
= v 3,5-diméyhoxy, 4- C-4-hydroxy-3,5-
§ hydroxy phényl diméthoxy phényl,
N-phénylnitrone HiCO Q
Hoﬂﬁ=eN\e
HycO
A% 3.4-dihydroxy Phényl |C-3,4-dihydroxy
phényl,N —phényl
nitrone Ho—Qﬁ=N\oe
HO
VI Phényl bis (C-phényl, N- %
diphényle nitrone) \N=CQ
®H
G e
N
/
0
” e
=
S VII | 4-hydroxy phényl bis (C-4-hydroxy 2
h - ) =C OH
= phényl, H
: S o
Q N-diphény! nitrone) g
VIII | 3-méthoxy, 4-hydroxy |bis(C-3- Q Q
phényl méyhoxy,4- P CHSN\ _
hydroxy phényl, N < O O °
phényl nitrone) ST T | Wl
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Tableau (8) : Aspects, Formule brute, rendements (Rdt), points de fusion (Py), rapport

frontaux (Ry) des nitrones synthétisées.

nitrone | 11 18 v A\ VI VII VIII
Formule CisHy, CisH,50 Ci4H;50 CisHis0 | Ci3Hj1O0 CyHi60- Co0Hi60; CasHz4056
brute ON 3N 3N 4N 3N Nz Ng N2
Aspect cristaux | Poudre | Cristaux | Cristaux | Poudre Poudre Poudre | M¢lange
blancs Jaune | jaunitre | jaune Jaune Jaunatre Jjaune orange
orange
Rdt 68 67 65 9 25 7 6 5 -3
(%)
P: (°C) 125 218 232 38 2014 141.8
CC | Re* 0.31 0.39 0,9 0,2 A=0,05 0,1 A=035
M B=0.27 B=0,42
C=0.52 C=0,49
D=0,74 D'=0,55
Eluan & ok Hk * skock & *
ts (75/25) | (25/75) (75/25) | (60/40) | (65/35) (60/40) (60/40)
(VIV)

# : Bther de pétrole/ Diéthyl éther

Nitrone VI

*% 1 Acétate d’éthyle/Heptane

Nitrone VII

Figure(29) : Les plaques CCM des bisnitrones
N : Nitrone ; A : Aldéhyde ; V : vanilline aldéhyde ; bisv : bisvanilline
aldéhyde N1 : Nitrone jaune N2 : Nitrone orange

##% . éther de pétrole-Acétate d’éthyle

Nitrone VIII
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Les résultats du tableau n° 8 montrent que les rendements des bisnitrones sont trés faibles.
D’autre part, on remarque que les nitrones VI et VIII présentent plusieurs spots lors de

I’analyse par CCM. Cela nous a incités a faire des séparations par chromatographie flash.
I11.1.4 Purification et séparation par chromatographie flash

Afin de séparer les différents isoméres des nitrones VI et VIIL, nous avons utilisé la
chromatographie flash. Cette derniére est une technique utilisée pour purifier un échantillon
brut. C'est une technique de séparation qui est trés appréciée car elle est simple, rapide et peu
coliteuse (notamment en comparaison avec ' HPLC).

La particularité de la Flash chromatographie est qu'elle est basée sur l'interaction entre les
composés que l'on souhaite séparer, la phase stationnaire et la phase mobile. La pression
nécessaire est faible (moins de 320 psi) comparé a 'HPLC ou elle est supérieure a 1000 psi.
Le but est, a partir d'un échantillon brut, d'isoler et d’obtenir des composés purs. La séparation
des composés d'un échantillon brut se base sur les différentes affinités des espéces contenues
dans I'échantillon avec la phase mobile et la phase stationnaire. Ces différentes affinités et
interactions vont engendrer des migrations qui vont différer selon les espéces en présence.

La séparation n'est possible que si tous les composés ont des propriétés d'adsorption et
désorption différentes avec la phase mobile et la phase stationnaire [60].

L’analyse par CCM de la nitrone IV aprés recristallisation a révélé un seule spot. Ce qui
nous laisse penser que la réaction a eu bien lieu. Seulement, cette nitrone présente
I'inconvénient d’étre trés oxydable. La purification par recristallisation ne donne pas de bons
résultats. La séparation de la nitrone IV par chromatographie flash en utilisant la phase mobile
99%-1% (éther de pétrole-acétate d’éthyle) nous a permis de récupérer cette derniére pure.

Pour les nitrones VI et VIII, I’analyse des plaque CCM a révélé la présence de plusieurs
spots. La séparation avec la phase mobile 70%-30% (éther de pétrole-acétate d’éthyle) 93%-
7% (dichlorométhane-méthanol) respectivement nous a permis de récupérer les deux produits

majoritaires de chacun a savoir (VI A, VIB) et (VIII A’, VIII B*).

ITI.1.5 Caractérisation spectroscopique des nitrones

Les nitrones synthétisées ont été caractérisées par différentes méthodes spectroscopiques
(SM. IR, RMN 'H et RMN ().
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I1.1.5.1 Etude par spectrophotométrie infrarouge

D’apres la littérature, La bande N-O apparait & 1100 cm™ pour les aldonitrones. Elle
est tres intense et dans plusieurs cas, elle se présente sous forme de doublet [61]. Une étude
des spectres IR d'une série des nitrone a montré que cette bande est sensible a la nature des

substituants de C-phényle [62]. Il a été aussi rapporté que la bande C=N apparait entre 1560 et
1620 cm™'[3].

Dans le tableau (9), on donne les fréquences des principales bandes d’absorption en
infrarouge des nitrones aromatiques synthétisées. Leurs spectres IR sont donnés dans les
figures (30) et(31).

Tableau (9): Caractérisations spectrales en infrarouge des nitrones synthétisées

nitrone Fréquence d’absorption (cm™)
N-->O C=N C—X
I 106436 1543,92
II 1153 1581 C-OH 3450
C-OCH; 1292
111 1058,18 1600,85 C-OH
C-OCH; 1263,73
\% 11342 1592.2 C-OH 3350
VII 1045,61 1580,62 C-OH 342432

D’aprés I’analyse FTIR, on note ’absence de la bande d’absorption située entre 1695 et
1715 cm -1, due a I’élongation de la liaison C=0 des aldéhydes, et I’apparition des pics entre
1560 et 1620 cm-1, caractéristique de la liaison C=N. De plus, des bandes intenses entre 1070

et 1280 cm-1 sont attribuées a la liaison N-Q.
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Figure (30) : Spectres IR en pastille de KBr de mononitrone V
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Figure (31) : Spectre IR en pastille de KBr de nitrone VII (bisnitrones)

II1.1.5.2 Spectroscopie de masse

La spectroscopie de masse est une technique physique d’analyse permettant de détecter et

d’identifier des molécules d’intérét par mesure de leur masse, et de caractériser leur structure

chimique. Son principe réside dans la séparation en phase gazeuse de molécules chargée

(ions) en fonction de leur rapport masse/charge (m/z). Elle est utilisée dans pratiquement tous

les domaines de la chimie appliquée [63].
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La spectroscopie de masse des nitrones a été étudiée par différents auteurs [61]. Les
fragmentations et réarrangements telles que la perte d'un groupement NO, d'un oxygéne et la
formation d'un ion acylium par la migration d'un oxygene sont trés fréquentes [64]. Dans
I'étude des spectres de masse en impact electronique des nitrones aromatiques synthétisées (I
a VIII), nous avons identifié les pics moléculaires et pics de base des nitrones correspondantes

comme le résume le tableau (10). La présence de ces derniers confirme bien la formation des

nitrones attendues.

Tableau (10) : Pics moléculaires et pics de base donnés par spectroscopie de masse en

impact électronique des nitrones IT & VIII.

Nitrones Masse molaire Masse (M/Z)
théorique

Pic moléculaire Pic de base
I 243 244 244
11 243 244 244
v 273 274 199
\% 229 230 230
VI 316 pour isomére A 317 317
316 pour isomére B 317 226
A 11 333 333 242
VIII 484 pour isomére A’ 485 485
484 pour isomeére B 485 394

Les spectres de masses des nitrones analysées sont donnés dans la figure (32) et (33).
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Figure (32) : Spectres de masse en impact électronique des mononitrones I & V
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Figure (33) : Spectres de masse en impact électronique des bisnitrones VI a VII
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Figure (33) : Spectre de masse en impact électronique de bisnitrone VIII

IM1.1.5.3 Etude en RMN 'H

Les spectres RMN 'H sont obtenus a 200 MHz (Bruker AC-200) pour les solutions de
nitrone dans le DMSO en utilisant le TMS comme référence interne. Les signaux des protons

des mononitrones et bisnitrones sont attribués et donnés dans le tableau (11) et (12).
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Tableau (11) : Caractéristiques spectrales en RMN "H des mononitrones synthétisées dans
DMSO.

Cg,l_‘_c4l
7o\
|/ C, Cs
\ HOO\
C3—C2 | C1 :CG
J N\ | e
X_C4 C1 C _N
\ _/ \e
C5'—C6 O

Nitrone | OH H, H-2 H-5 |H-6 |H-2,6 |H3", 4,5 CH;
1H IH,S | 1H,S| Hd |Hd |2Hd 3H, m 3H, S
S
I 9,78 832 | 755 ] 841 [687] 744 7.87 3,81
I 927 | 832 | 335] 821 | 704] 787 7.49 3,84
A 961- | 824 | 335 ] 784 |681| 7.64 7,49
9,27

Les spectres RMN "H des mononitrones analysées sont donnés dans la figure (34).

C3’"—C4' CS'—C4V

G
H.CO v/ AW HO M \\C ' HO N/
A\ g\ O ce, H N/ \ B\ P
C—~C, l C,=C; / g I - G GG, . €=y
W et HCO—C, LGN Iy, |8
HO—C4\ /CI—CH—N\e 04 e HO—C4\ /CI—C;N\e
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Figure (34) : Spectres RMN 'H des nitrones I, TIT dans DMSO.
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Figure (34) : Spectre RMN 'H de nitrone V dans DMSO.

Tableau (12) : Caractéristique spectrale en RMN 'H de bisnitrone VII synthétisée dans
DMSO.

e
o H c.—c.
\1%4(:3\ //6 \i

Cl C4_OH
C/ N
Ce==C} C,—C3—CH
C'/ \C' @/ O s
5\\1 //v ? /N\|C|/2 3\(: "
S & U\ 4
Cs—Cs
nitrone
OH H. Hy H-2 | H-5 H-6 |H2,6,2 6 o H— 3
H, | 1H, | 1H, | 1H, |1H,d |H d 41, d 345345
S S S S 6H,m
VII 13,7 | 8,81 | 9,84 [ 3,33 | 8,61 | 7,07 7,95 7,59

Le spectre RMN 'H de nitrone VII (bisnitrone) analysées est donné dans la figure (35).
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Figure (35) : Spectre RMN 'H de nitrone VII (bisnitrone) dans DMSO.

L’étude par spectroscopie RMN 1H des nitrones a montré : Que le déplacement chimique
du proton de la fonction OH phénolique de la nitrone VII est trés important .Cela peut étre
interprété par la formation des liaisons hydrogeéne intramoléculaires qui stabilise cette
fonction. Cela peut étre confirmé par la formation d’un seul isomére comparé¢ a nitrone VI ou
on obtenir un mélange d’isoméres. En plus des pics associés aux protons aromatiques, on
distingue entre 7,8 et 8,2 ppm, un seul pic associé au proton du carbone de la fonction nitrone

sous forme de singulet, ce qui confirme aussi la formation d’un Z.

I11.1.5.4 Etude en RMN “C
Les spectres RMN C dans DMSO sont obtenus a 90.56 MHz pour les nitrones

synthétisées en utilisant le TMS comme référence interne a température ambiante. Les

signaux des carbones des mononitrones et bisnitrones sont attribués et donnés dans le tableau
(13) et (14).
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Tableau (13) : Caractéristiques spectrales en RMN *C des mononitrones synthétisées,
solvant DMSO.

Déplacement chimique & (ppm)

Nitrones [c, TC-1 [C2 |C3 |C4 Cs5 |C6 |C-I” |C2°, |C-3, |C4 [CH;

CH ) ((CH |[(©) |(© | (CH |(CH) |(©) (CH)
(CH) |(CH)
It
129,67 | 123,04 | 12427 | 148,89 | 15012 | 128.82 | 121,34 | 14719 | 11546 | 112,53 | 55.81 | 133.84
I
130,52 12427 | 128,82 | 15012 | 148,51 | 120,96 | 123,04 | 14558 | 11546 | 111,68 | 5581 | 133.64
Vv

13346 | 123,04 | 130,14 | 14889 | 148,04 | 128,82 | 121.34 145,1 123,04 116,7 115,09 \

Les spectres de RMN °C des mononitrones analysées sont donnés dans les figures (36).
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Figure (36) : Spectres RMN "°C des mononitrones II, Tl dans DMSO.
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Figure (36) : Spectres RMN C de nitrone V dans DMSO.

Tableau (14) : Caractéristiques spectrales en RMN °C de bisnitrone VII synthétisée, solvant

DMSO.
nitrone
Ca Cy o C, |G Cy Cs Cs Cl- | C2- | C3-5- | Cc4-4"
1" |6-2"-] 375
6
VII
138,48 191,03 12844 | 136,39 || 118,02 | 164,33 | 134,69 1309 145,96 | 129,67 122,19 119,63

Le spectre de RMN *C de bisnitrone VII analysées est donné dans la figure (37).
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Figure (37) : Spectre RMN C de nitrone VII dans DMSO.

Les spectres RMN '*C, présentent tous un seul pic attribué au carbone de la fonction nitrone

C, cela confirme aussi la formation d’un seul isomére Z.

Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté les résultats de la synthése d’une série de
nitrones aromatiques. Les rendements des mononitrones sont satisfaisants alors que les
rendements des bisnitrones sont globalement faibles. L’analyse par CCM des mononitrones 3
montré que ces derniers sont purs. Cela 4 été confirmé lors de leur caractérisation par
différentes méthodes physiques et spectroscopiques (RMN 'H, RMN B, SM, et IR).
L’analyse des bisnitrones par CCM & montrée que ces derniers se présentent sous forme de
plusieurs isomeéres. La séparation de ces isoméres par chromatographie flash nous a permis la

récupération de quelques un. Ces derniers ont été analysés par les mémes méthodes physiques

et spectroscopiques précédente.
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Résultats et discussions Chapitre IV : Activité anti oxydante des nitrones.

IV.1 Activité antioxydant des nitrones

Un radical libre est une espéce chimique, molécule, ou atome, capable d'avoir une existence
indépendante (« libre») en contenant un électron célibataire (électron non apparié sur une
orbitale). Cela lui confére une grande réactivité donc une demi-vie trés courte. En effet, ce
radical libre aura toujours tendance & remplir son orbitale en captant un électron pour devenir
plus stable : il va donc se réduire en oxydant un autre composé [65].

Le principal danger des radicaux libres vient des dommages qu’ils peuvent provoquer
lorsqu’ils réagissent avec des composants cellulaires importants, tels que I’ADN [66], les
lipides (peroxydation), les protéines [67]....etc. Cette oxydation provoque des dommages sur
tout I’organisme, accélérant le vieillissement (maladies cardiovasculaires et neuro-
deégénératives, cancer, diabéte...) [68] et la dégradation des cellules et des tissus [69].

Pour échapper aux conséquences du stress oxydant, il est nécessaire de rétablir I’équilibre
oxydant / antioxydant afin de préserver les performances physiologiques de I’organisme pour
protége les cellules il ya une seule méthode qui est les antioxydants. Ces derniers peuvent étre
définis comme toute substance qui, présente & faible concentration par rapport au substrat
oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber I’oxydation de ce substrat. Cette définition
fonctionnelle s’applique & un grand nombre de substances, comprenant des enzymes aux
propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi de petites molécules hydro- ou liposolubles.
Cette grande variété physico-chimique autorise la présence d’antioxydants dans tous les
compartiments de I’organisme, qu’ils soient intracellulaires, membranaires ou extracellulaires
[70].

Les antioxydants peuvent étre des enzymes ou de simples molécules. Certains sont produits
par I"organisme, ce sont les antioxydants endogénes, ou proviennent de I’alimentation ou la
médication, et sont donc exogénes.

Les nitrones sont utilisée d’une part, comme de bonnes sondes pour la mise en évidence
des radicaux libre par RPE et d’autre part, comme des antioxydants en médecine.

L’étude de l'activité antioxydante des nitrones est le sujet de recherche de plusieurs
€quipes [71,72]. Plusieurs structures de ces molécules ont été proposees (nitrones a base de
produits naturels tels que les sucres [73] et le cholestérol [74], nitrones a propriétés
tensioactives [75], nitrones associer aux molécules cages [76]...). Dans notre travail, nous
avons synthétisé des nitrones phénoliques qui associe le pouvoir antioxydant trés importants a

celui des nitrones, ces derniers, par synergie donnerons en principe une trés bonne activité

49 |



e, Sy
S =
Résultats et discussions Chapitre IV : Activité anti oxydante des nitrcméﬁ;./’\

~ / A
=/ & ~
i/ &

'l
antioxydante. Aussi, nous avons essayé d'introduire des nitrones bifonctionnels dans le\bgq de s |

multiplier leur pouvoir antioxydant.

Pour compléter cette étude, nous avons rajouté aux nitrones synthétisés les nitrones IX,
D'autre part, les nitrones IV, VI et VIII n'ont pas été testé a cause de la faible quantité qu'on a
obtenue. Des antioxydants synthétiques (BHA, BHT) ont été testés dans les mémes conditions
pour qu'ils servent de références. Le choix de ces derniers est basé sur leur structure
phénolique en accord avec nos produits. La série de produits testés est donnée dans la figure

(38).

Ar\ ) OH \O
C——N——-»Ph :C OH
/ ‘ L3 <:\>
H 3
@ O
/
OH

Belu)

§

Ar  1:Ph VI BHT BHA
II : 4-OH-3-OCH; ph
III :3-OH-4-OCH; ph
V : 4,3-di-OH ph
IX : 4-OH ph
X : 4-OCH;ph

Figure (38) : Structure chimique des différents produits testés

La mise en évidence du pouvoir antioxydant de nos échantillons est réalisée par trois
tests chimiques, chacun de ces tests correspond & un des trois mécanismes de réaction qui
sont :

e  Meécanisme de réaction HAT « transfert d’atome d’hydrogeéne » réalisé par la méthode de
B caroténe.

e Mecanisme de réaction SET « simple transfert d’électron » réalisé par la méthode de
FRAP « ferric réducing antioxydant ».

° Mgécanisme de réaction HAT et SET 4 la fois réalisé par la méthode de DPPH « 1,1-
dipheny1-2 picrylhydrazule ».
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IV.1.1 Méthode de piégeage du radical DPPH

Le principe de cette méthode est basé sur la mesure du piégeage des radicaux libres de
DPPH (Diphényl picryl hydrazyl) en solution dans 1’éthanol. Ce dernier possede un électron
non apparié sur un atome du pont d’azote (Figure39). Du fait de cette délocalisation, les
molécules du radical ne forment pas des diméres, et le DPPHe reste dans sa forme monomeére
relativement stable a température ordinaire. Cette délocalisation donne également lieu a la
couleur violette foncé,caractérisé par une absorbance en solution d’éthanol mesurable par
spectrophotométrie a 517 nm.

L’addition d’un antioxydant qui peut céder un atome d’hydrogéne ou un électron libre
conduit & la formation de la forme réduite DPPH-H (2) avec une décoloration de la solution.
Cette décoloration est directement proportionnelle 4 la capacité antioxydant du produit
ajouté. Elle peut étre suivie par spectrophotométrie en mesurant la diminution de I’absorbance

a 517 nm. Cette méthode fournit donc un moyen pratique de mesurer I’activité antioxydant

AH A .
+ O,N N—N\ e A +  O,N NH i
NO, @ NO, @

des nitrones.

DPPH DPPH-H
(D @)
Coloration violette coloration jaune pale

Figure (39) : Réaction de réduction du DPPH en présence d’un antioxydant

Les résultats de Iactivité de piégeage du radical libre DPPH par la série des nitrones sont
donnés dans le tableau (15).
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Tableau (15) : Absorbance 4 517nm des produits testés lors du test de I’activité de piégeage du

radical libre DPPH
antioxydant Ar Abs A%
Mononitrones
I Q 0,5472 8.6561
IX HO~©\ 0.5052 15,6678
HaC,
| X O—Q‘ 0.5656 5.5760
I i z > 0,1518 74,666
HO
0 H3Cb z > 0.4633 22,6600
HO
Y% . z > 0,0775 87,0673
Bisnitrone VII 0,0527 91,2053
références BHT 0,0902 84,9300
BHA 0,0604 89,9100
Blanc 0,5987 \

La figure (40) représente I’histogramme de la variation de I’ activité antioxydant des nitrones

synthétisé lors du test de DPPH.



Résultats et discussions Chapitre IV : Activité anti oxydante des nitrones.

100 -
90 - :

70 |

60

50 -

40 ﬁg BA %
30 o

20

10

0 . 1 .

[ IX X I 1] v Vi

Figure (40) : Histogrammes de La variation de ’activité des nitrones lors du test
de DPPH

Ces résultats montrent que toutes les nitrones synthétisées possedent le pouvoir de
piégeages des radicaux libre. Cette activité varie selon le substituant porté par le C-aryle de la
nitrone. Si on compare l'activité de la C,N-diphényle nitrone a celle de la nitrone para
méthoxylé et para-hydroxylé, on remarquera que l'introduction du substituant méthoxy
réduit cette activité alors que, la fonction hydroxyle l'augmente. Cela a été attribué a la
double action que posséde cette nitrone. La premiére action est due & la présence de la
fonction nitrone qui réagit avec le radical libre par I’intermédiaire du carbone situé en position
a de ’atome d’azote, ce qui conduit a la formation d’un adduit de spin de type nitroxyde.
L’atome d’hydrogeéne qui se trouve a deux liaisons du groupement nitroxyde est nommé

hydrogéne  (Figure41).

Radical non

détectable par R R
RPE 1 ® I
°
R + c:T—RZ , RI—T—N—RZ
H 0 H
© °

Piége diamagnétique Adduit de spin = Radical persistant

observable par RPE

Etude RPE

Figure (41) : Principe de la technique de piégeage de spin par une nitrone
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La deuxiéme action est due & la présence de la fonction phénol. Les composés phénoliques

connus par leurs fortes activités a piéger les radicaux libres selon le mécanisme présenté par la
figure (42).

Ar-OH + DPPH’ , Ar-O0’ + DPPH-H

Ar-OH Ar-O" + H

\ 4

<«

Ar-O'+DPPH" — — __ ,  Ar-O-DPPH

DPPH + H' > DPPH-H

Figure (42) : mécanisme expliquant 1’activité anti radicalaire des phénols

Les produits de cette réaction sont la forme réduite (RH) du radical DPPH, et le radical
ArO" (Forme oxydée). Bien que cette réaction donne naissance a un autre radical libre, celui-
ci est moins réactif,

L'introduction de la fonction methoxy a la nitrone II augmente largement son activité
comme la montre la ligne 4 du tableau 15. Cela peut étre expliqué par la stabilité du radical

libre par résonnance comme le montrent les formes limites suivantes:
CH

HsCO

co -é/ 3
"\ LE\

HsCO,

H,CO HsCO
o

Figure (43) : Formes limites montrant la stabilité du radical phénoxy par le groupement méthoxy
adjacents.
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Des ¢tudes similaires ont été réalisées par Bouguerne [77], Ce dernier a montré que la
présence d'un groupement méthoxy en ortho de ’hydroxyle phénolique améliore les
propriétés antioxydantes. Ceci peut s’expliquer par le fait que le radical phénoxy formé lors

de I’oxydation, est stabilisé par le groupement méthoxy adjacent.

0
H,CO

! 0 0 0

/

op _

H %/ ) HO (=N

HO C=N\ H \
o Ph

Les résultats du tableau 15 montre aussi que l'inversion des substituant hydroxy et
méthoxy comme c'est le cas de la nitrone 111 n'améliore pas l'activité alors que I'adition d'un
hydroxyle a la place d'un méthoxy donne de meilleure résultats puisque l'activité passe de
74,666% 0 a 87, 0673%. Cette activité est similaire a celle des antioxydants de référence.

D'autre part, doubler la fonction nitrone sur le méme noyau phénolique donne une activité

meilleure que celle des antioxydants de référence.

1V.1.2 Méthode de blanchiment de la B-caroténe

Cette méthode se base sur la décoloration du B-caroténe résultant de son oxydation par
les produits de décomposition de I’acide linoléique. La dispersion de I’acide linoléique et du
B-caroténe dans la phase aqueuse est assurée par du Tween 40. L’addition d’antioxydants
induits un retard de la cinétique de décoloration du B-caroténe. Cette méthode est sensible,
rapide et simple s’agissant d’une mesure spectrophotométrique dans le visible. La couleur
jaune si elle persiste, indiquent la présence de substances antioxydants.

Cette méthode a été appliquée sur les nitrones synthétisés avec un suivi de perte de la
couleur du B-caroténe pendant 2 heures. Ce suivi est estimé par la mesure de ’absorbance des
échantillons par spectrophotométre UV-vis a une longueur d’onde de 490nm.

Les résultats du test de I"activité par la méthode B-caroténe par la série des nitrones sont

donnés dans le tableau (16).
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Tableau (16) : Absorbances des nitrones lors du test de I’activité par la méthode B-caroténe a 490nm.

antioxydant Ar Abs A%
I Q 0,1803 20,8849
IX @ 0,26925 31,1884
Hs .
X o@ 02157 24,9855
H;C-O
i z > 0,2845 33,036
Mononitrones
I z > 0,2055 23,8040
A\ i > 0,2778 32,1788
Bisnitrone VII 0,4619 53,51 117
références BHT 0,8601 99,6293293
BHA 0,8632 99,9942
Contrdle négatif Eau 0, 0653 7.5639

La figure (44) représente I’histogramme de la variation de ’activité antioxydant des nitrones

synthétisé lors du test de la B-caroténe.

120
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Figure (44) : Histogrammes de Ia variation de I’activité antioxydant des nitrones synthétisé
lors du test de la B-caroténe
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Les résultats de ce tableau montrent que les nitrones testées ont un bon pouvoir de
protection de la B-caroténe. Cela s'illustre en comparant l'activité de ces derniers par apport au
contrdle négatif. Néanmoins, ce pouvoir est faible comparé aux antioxydants de références.
L'activité relative des nitrone est semblable aux résultats du test DPPH. La nitrone IX par son
double action, phénolique et nitrone présente une meilleure activité comparé¢ a la nitrone I et
X. L'addition d'un groupement hydroxyle ou méthoxy (nitrone V et IIT) améliore l'activité.
Alors que l'utilisation des bisnitrone reste le moyen le plus efficace pour la protection de la B-

carotene.

IV.1.3 Méthode FRAP (Ferrie reducing antioxidant power)

C’est une méthode universelle, le principe de cette méthode est basé sur la réduction de fer
ferrique Fe’* présent dans le complexe ferrocyanure de potassium K3Fe(CN) ¢ en fer ferreux
Fe’*. En effet le Fe** participe a la formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton.
Une augmentation de I’absorbance du milieu réactionnel a 700 nm correspond a une

augmentation du pouvoir réducteur des antioxydants testés.
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Tableau (17) : Absorbances des nitrones lors du test de ’activité par la méthode FRAP a 700nm.

antioxydant Ar Abs

Mononitrones
0,5251

IX HO~©‘ 07292

H

0,5853
H3C_O

3C, C
O
II HO z > 1,5915

0,9038

HO
HsC C
I o 0,3839
HO
o )

Bis nitrone VII 0,7402
références BHT 0,5599
BHA 0,5599

blanc 0,0641

La figure (45) représente I’histogramme de la variation de 1’absorbance des nitrones

synthétisé lors du test FRAP.
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Figure (45) : Histogrammes de la variation de ’absorbance des nitrones synthétisé
lors du test FRAP.

La comparaison des absorbances du controle négatif & celles des nitrones testées montre
bien leur pouvoir réducteur. Ce pouvoir est méilleur ou semblable a celui des antioxydants de
référence. Contrairement aux résultats des deux méthodes précédantes ou on a vu que la bis
nitrone présente la meilleure activité. La méthode frap & révélé que la vaniline présente une

meilleure activité

Conclusion

L’évaluation de I'activité antioxydante des nitrones synthétisées par trois méthodes qui
reposent sur différents mécanismes, nous a permis de conclure que les nitrones phénoliques
ont un bon pouvoir antioxydant. Ce pouvoir peut étre renforcé par l'addition d'un groupement
méthoxy a l'ortho de la fonction hydroxyle. La nitrone ainsi obtenue (IIT) & montré une trés
bonne activité par les trois méthodes utilisées. L'utilisation des nitrones bis fonctionnelles
(VII) a montré son efficacité avec les méthodes qui reposent sur le mécanisme de Transfer

d'hydrogéne.
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Conclusion générale

Le travail présenté dans ce mémoire de thése a principalement été consacré a la synthése
de nouvelles nitrones phénoliques et leurs activités antioxydantes.

Nous avons préparé des mononitrones et bisnitrones par condensation d’une série
d’aldéhydes aromatiques et B-phénylhydroxylamine. Les rendements des mononitrones sont
satisfaisants alors que ceux des bisnitrones sont globalement faibles. L’analyse par CCM des
mononitrones a montré que ces dernies sont pures. Cela a été confirmé lors de leur
caractérisation par différentes méthodes physiques et spectroscopiques (RMN 'H, RMN 3C,
SM, et IR.). L’analyse des bisnitrones par CCM & montré que ces dernies se présentent sous
forme de plusieurs isomeéres. La séparation de ces derniers par chromatographie flash nous a
permis la récupération de quelques uns. Ces derniers ont été analysés par les mémes méthodes
physiques et spectroscopiques précédentes.

L’évaluation de I’activité antioxydante des nitrones par trois méthodes qui reposent sur des
différents mécanismes, a montré que le jumelage des propriétés antioxydantes des phénols a
celles des nitrones donne de trés bons résultats. D’autre part ; la synthése d’une nitrone
phénolique a base de produit naturel (vanilline) a donné des résultats importants (surtout par
la méthode FRAP). Quelques unes de ces nitrones ont présenté des activités meilleures que
celles des antioxydants de référence.

La synthese de nitrones bis fonctionnelles ouvre la porte sur de nouvelles recherches.
L’¢tude d’une nouvelle série de multi-nitrones phénoliques donnera en principe de meilleurs

résultats.
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