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Résumé

Résumé

Compte tenu des activités biologiques tres étendues des composés hétérocycliques
d’une part, et de I’activité antioxydante trés intéressante des nitrones d’autre part, nous avons
associé les propriétés de piégeage des radicaux libres de la fonction nitrone aux propriétés

thérapeutiques des aldéhydes hétérocycliques naturels.

Dans la premicre partie de ce mémoire nous avons réalisé la synthese des différents
nitrones hétérocycliques par condensation des différents aldéhydes hétérocycliques sur la -
phénylhydroxylamine. Tous les produits synthétisés ont été caractérisés par spectroscopie IR

et UV. Cela nous a permis de vérifier I’existence des fonctions nitrones.

Dans la deuxiéme partie nous avons effectué¢ 1’évaluation de 1’activité antioxydante
des nitrones synthétisées par trois tests chimiques, la méthode de blanchiment B-carotene, la
méthode de FRAP « ferric réducing antioxydant » et la méthode de piégeage du radical libre

DPPH « 1,1-dipheny1-2 picrylhydrazule ».

Ces tests ont montré que la méthode DPPH n’est pas trés adaptée pour I’évaluation de
I’activité¢ antioxydante des nitrones hétérocycliques. Cela est attribué a I’effet stérique

engendré par cette molécule.

D’autre part, les résultats obtenus par les autres méthodes montrent 1’efficacité de ces

nitrones avec des activités supérieures a celle des antioxydants des références de synthese.

Mots clés : nitrone, antioxydant, DPPH, FRAP, B-carotene



Abstract :

Considering the very wide biological activities of heterocyclic compounds on the one
hand, and the very interesting antioxidant activity of nitrones, on the other hand, we have
associated the free radical scavenging properties of nitrone function with the therapeutic

properties of natural heterocyclic aldehydes.

In the first part of this work, we realized the synthesis of different heterocyclic nitrones by
condensation of different heterocyclic aldehydes on B-phenylhydroxylamine. All synthesized products
have been characterized by IR and UV spectroscopy. This allowed us to verify the existence of nitrone

functions.

In the second part we carried out the evaluation of the antioxidant activity of the synthesized
nitrones by three chemical tests, the B-carotene bleaching method, the FRAP "ferric reducing

antioxidant" method and the method of trapping the free radical DPPH " 1,1-diphenyl-2picrylhydrazine.

These tests showed that the DPPH method is not very suitable for evaluating the antioxidant
activity of heterocyclic nitrones. This is attributed to the steric effect generated by this molecule.
On the other hand, the results obtained by the other methods show the effectiveness of these

nitrones with activities greater than that of antioxidants synthesis references.

Key words: nitrone, antioxidant, DPPH, FRAP, B-carotene
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Introduction générale

Introduction générale

Le déséquilibre entre la production d’espeéces oxygénées et azotés réactives et les
défenses antioxydants est définie comme un stress oxydant. Ce phénomene est associé a de
nombreuses pathologies telles que des maladies neurodégénératives et cardiovasculaires ou
des cancers. Pour contrecarrer les dégats causés par le stress oxydant, [’utilisation
d’antioxydants synthétiques s’est avérée tres avantageuse.

Les nitrones se sont révélées, des antioxydantes tres intéressantes, utilisées in-vitro et
in-vivo. Parmi ces nitrones, la 5,5 diméthylpyrroline-N-oxyde (DMPO), L’alpha-phényl-N-
tert-butylnitrone (PBN) ainsi que la a-4-pyridyl-1-oxide-N-tert-butylnitrone (POBN) qui ont
été tres largement étudiées. Cependant, malgré la capacité que possedent ces nitrones a piéger
de nombreux radicaux libres, et a réduire les dommages causés par ces derniers, La recherche
de nouvelles nitrones plus efficaces, plus soluble dans le milieux biologique et moins toxique
pour les cellules est en perpétuelle expansions.

L’objectif de notre travail rentre dans ce contexte, il consiste en :

1- La synthese et caractérisation de nouveaux nitrones a base d’aldéhydes naturelles.
2- L’évaluation de I’activité anti-oxydante de ces nitrones par trois méthodes : la

méthode de DPPH, blanchissement du B-caroténe et la méthode de FRAP.

Ce manuscrit est organisé en trois chapitres suivants :
e Un premier chapitre qui présentera un rappel bibliographique sur les nitrones, leurs
méthodes de synthese et leurs applications.
e Un deuxieme chapitre qui regroupe I’ensemble du matériels et méthodes utilisés.
e Un troisieme chapitre consacré aux résultats expérimentaux. Une partie de ce
dernier sera consacrée a la synthese et caractérisation des nitrones, et 1’autre partie
sera réservée aux résultats des tests de I’activité antioxydant des nitrones

synthétisées.

On terminera par une conclusion générale.
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Chapitre I : Etude Bibliographique

I.1- Définition :

Une nitrone est un amine-oxyde (N-oxyde) d'une imine, elle peut étre vue comme un
N-alkyloxime. C'est un groupe fonctionnel. La structure générale est RiR2C=N*R30" ou R3 est

différent de H[1].

Schéma n° 1 : Structure générale d’une nitrone [1].

1.2-Nomenclature :

Le nom nitrone est obtenu par la contraction du nom azote cétone. La fonction nitrone
est capable de résonance comme indiqué dans le schéma n° 2. La structure (A) semble étre la

forme de contribution la plus importante.

X
NP SNERDS T
Y/ \o_ Y/ \O' Y/ \\‘o
(A) (B) ©

Schéma n° 2 : Délocalisation de la charge positive du groupe nitrone.

Lorsque le groupe nitrone fait partie d’un systéme aromatique (pyridine et N-oxydes
de quinoléine) est considérable comme la délocalisation de la charge positive et il n’est donc
pas considéré que la réactivité du groupe nitrone est identique. De plus, si X ou Y = oxygéne
faisant partie d’un systéme cyclique (isoxazoline-2- oxyde et furoxanes), une réduction
similaire des propriétés se produit également. Cependant, si X ou Y = aryle, alkyle ou cétone,
les propriétés ne sont pas réduites. Lorsque X ou Y sont des groupes attracteurs d’électrons,
les propriétés électrophiles des groupes sont améliorées. Par exemple, 1’a-benzoyl-N-

phénylnitrone subit une 1,3-cycloaddition 110 fois plus rapidement quel’a-N-diphénylnitrone.

La nomenclature des résumés chimiques pour les nitrones utilise le préfixe a pour les groupes

liés a I’atome de carbone et N pour les groupes liés a I’azote [1]. Par exemple :
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—0

CgHs——C o
| S

H/ \CeHs

Schéma n° 3: a-benzoyl-N-phénylnitrone. [1]

1.3 -Historique sur les Nitrones :

L'évolution de la science des nitrones avec les années de 1957 jusqu’a maintenant. ..

1957 1959 1969 | 1975 | 1985 | 1990 | 1998 |2003 | 2007 ...

1¥ synthese de PBN (nitrone linéaire).
1% synthese de DMPO (nitrone cyclique).
Nitrones, piégeurs de radicaux libres (systemes chimiques).
Nitrones, piégeurs de radicaux libres (systeme biologique).
Activité pharmaco-protectrice.
Activité neuro-protectrice.
Activité antivieillissement.

Activité contre le cancer [2].

1.4 -Préparation des nitrones :

Pour la préparation des nitrones, la méthode la plus populaire est la condensation
d'aldéhydes ou de cétones avec des hydroxylamines N-monosubstituées. Cependant, cette
méthode est difficile a appliquer a la préparation de nitrones cycliques non conjuguées et de
cétonitrones ayant des groupes alkyles volumineux.

L'oxydation directe d'amines secondaires en nitrones correspondantes a également été
étudiée au cours de ces deux décennies et s'est révélée €tre une méthode utile pour la
préparation de nitrones [3].

Dans des conditions thermiques simples, qui avaient déja démontré leur aptitude a

o

minimiser la décomposition de 1’hydroxylamine (t-BuOH, 110 ° C), permettaient la
condensation de cétones et d’hydroxylamines pour former des cétonitrones exocycliques,
acycliques et a-B-insaturés avec des substituants azotés linéaires et azotés ramifiés modérés a

excellents isolés [3].
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Schéma n° 4: La condensation des cétones et d’hydroxylamines [3].

La voie de préparation la plus importante des nitrones part des hydroxylamines. Les
nitrones a chaines ouverte sont préparées en général simplement par la formation d’une imine

entre une hydroxylamine et un aldéhyde (Schéma n° 5) [4].

R R @

R\’/O | | -H IT
®

« NH, T R_ N T TR N
: = = o

H \OH \FH ~oH A ~o

Schéma n° 5: Formation d’une imine entre une hydroxylamine et un aldéhyde [4].

La réaction de N-alkylhydroxylamines et d'hydroxylamine aqueuse avec des allenes
monosubstitués donne respectivement des nitrones et des oximes avec de bons rendements.
Les calculs de la théorie fonctionnelle de la densit¢ (TFD) soutiennent un processus
d'’hydroamination de type Copé concerté a cinq membres, et les énergies calculées aux états

de transition concordent parfaitement avec les observations expérimentales [5].

O- R
\F\_l/ 2
OH R

Rz
N * /\ tBuOH R, |(|:
H 140°C,18h 'L

Schéma n° 6 : réaction de N-alkylhydroxylamines et d'hydroxylamine aqueuse avec
des allénes monosubstitués [5].

Un protocole général, efficace et sans métal, pour I’oxydation directe d’amines
secondaires en nitrones, tolére d’autres groupes fonctionnels ou des centres stéréogenes

existants en utilisant Oxone dans un milieu basique biphasique comme seul oxydant [6].
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N32003 0
H Oxone ( ajouter plusde 2 h) +
N R2 : N \ R2
R N EDTA/ THF R X
5°C,25h

Schéma n® 7 : L’oxydation directe d’amines secondaires en nitrones [6].

Un couplage direct de N-nosylhydrazones avec des nitrosoarénes permet une synthese
efficace et sans métal de transition de (Z) -N-arylnitrones dans des conditions douces. Le
protocole est compatible avec une large gamme de groupes fonctionnels et fournit les nitrones

correspondantes avec de tres bons rendements par un simple processus de recristallisation [7].

Ar
NaH +
Ar/\NNHNs + ON—/8Ar — 3 Ar X N/
DCM |
40°C, 16 h o

Schéma n° 8 : Synthese efficace et sans métal de transition de (Z) -N-arylnitrones dans des conditions
douces [7].

La catalyse par le Cu permet la synthese de cétonitrones insaturés N-alkylés a partir de
propargyl oxyamines. La réaction de réarrangement se déroule par hydroamination
intramoléculaire catalysée au Cu, suivie de I’ouverture du cycle électrocyclique par induction

thermique [8].

NHR, .
o~ o Ra

Cul |
A ~ oom Ar/\/‘\,q

o 1
R, 40°C , 4 h

Schéma n° 9 : Synthese de cétonitrones insaturés N-alkylés & partir de propargyloxyamines [8].

1.5 -Application des nitrones :

Les nitrones occupent une place importante dans la chimie organique. Elles
représentent des composés intermédiaires dans la syntheése de beaucoup de produits d’intérét

biologique ; elles sont utilisées dans le piégeage des radicaux libres [9].
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1.5.1-Nitrones aux propriétés de piégeage et antioxydante :

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre la production d’especes
oxygénées et les réactifs antioxydants. Ce phénomene est associé a de nombreuses
pathologies telles que des maladies neurodégénératives et cardiovasculaires ou des cancers.
Pour contrecarrer les dégats causés par le stress oxydant, l’utilisation d’antioxydants
synthétiques s’est avérée intéressante, il est alors possible de modifier les propriétés physico-

chimiques des antioxydants et de leur assurer un meilleur ciblage cellulaire et tissulaire.

L’alpha-phényl-N-tert-butylnitrone (PBN), est une des nitrones qui présente une
bonne activité pharmacologique contre les dégits liés aux radicaux libres, et qui est également
largement utilisée en tant que sonde analytique pour 1’identification d’especes radicalaires par
la technique de piégeage de spin couplée a la résonance paramagnétique électronique (RPE)

[10].

1.5.2- Syntheése de produits naturels :

La méthodologie de préparation d’une large gamme de produits naturels et leurs
dérivés tels que les lactones, lactames et les complexes nucléosides ; ceci en se basant sur la
réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire entre les C-alkoxycarbonylnitrones et une variété
d’alcenes substitués. L’insertion de centres chiraux en a de la fonction nitrone ou la présence
d’auxiliaires chiraux qui sont des substituants chiraux liés a I’atome d’azote permet une

syntheése énantioselective de ces composés [9].

1.6- Propriétés pharmacologiques :

Les nitrones ont €galement été utilisées dans le cadre d’expériences biologiques afin
d’évaluer si leurs propriétés de piégeage des radicaux libres pouvaient avoir un effet
protecteur sur des cellules ou des organismes exposé€s a un stress oxydant. Les premieres
recherches ont débuté des 1985, lorsque Novelli et Coll. Ont découvert que la PBN possédait

une activité protectrice dans les cas d’ischémies cérébrales [9].
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1.7 -Activité anti-inflammatoire :

L’anti-inflammatoire, désigne une substance qui s'oppose ou combat l'inflammation.
De facon générale l'inflammation correspond a un ensemble de phénomenes survenant a un
point d'irritation aprés l'invasion par un agent pathogene (susceptible d'engendrer une
maladie). A la suite d'une agression constituée par une blessure, une infection ou un
traumatisme consécutif a un acte chirurgical, il se crée dans 1'organisme ce que 1'on appelle
une inflammation. Classiquement, une inflammation se manifeste par quatre signes
principaux : rougeur, chaleur, tuméfaction (gonflement), douleur. Le mécanisme
inflammatoire fait intervenir un grand nombre de substances présentes dans le sang, entre
autres de nombreuses hormones, comme les prostaglandines, 1'histamine, des compléments,
les cytokines participent a l'inflammation [11].
La PBN est connue depuis plusieurs années pour ses activités protectrices. En effet, elle

a été considéré comme agent anti-inflammatoire dans certains contextes expérimentaux [9].

1.8 -Bioactivités :

Le monde de la santé et du cosmétique s’intéresse de plus en plus aux dérivés de
chitine et de chitosane (Polysaccharide, Biopolymere) en raison de leur origine naturelle, leur
biocompatibilité, leur biodégradabilité, et de leur faible toxicité et surtout de leurs activités
biologiques. Les propriétés biologiques les plus remarquables, sont les activités antitumorales
et antimicrobiennes, les effets analgésiants et hémostatiques et les propriétés d’adhésion avec

les muqueuses et les cellules [12].
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II.1 -Appareillage et produits :

II.1.1- Appareils :

-Les spectres IR des produits synthétisés ont été analysés a température ambiante, a 1’aide
d’un appareil de marque JVSCO-4100.Les pastilles de KBr sont préparées en mélangeant a
I’aide d’un mortier (4-8mg) de I’échantillon dans 40-80mg de KBr. La position des bandes
caractéristiques est donnée en cm—1.

-Les points de fusion des produits synthétisés ont ét¢ mesurés en tube capillaire a 1’aide

d’un appareil Stuart de Type SMP3.

-Les spectres UV-Visible des nitrones ont été réalisés a 1’aide d’un spectrophotometre

UV-Visible, de marque SHIMADZU, type 1800.
I1.1.2 -Produits :

Les produits utilis€s dans notre travail sont réunis dans le tableau (1) :

Tableau (1) : liste de produits utilisés.

Produit Origine Pureté
Ethanol Sigma-Aldrich 99,8
Diéthyl éther ((C2Hs)20 ) Sigma-Aldrich 99,5
Ether de pétrole Sigma-Aldrich 95
Acétate d’éthyle Sigma-Aldrich 99,5
Nitrobenzene Fluka 99
Chlorure d’ammonium (NH4 CI) Sigma-Aldrich 99,5
Zinc en poudre Merck 98
Chlorure de sodium (NaCl) Sigma-Aldrich 99,5
Furaldehyde Fluka 99
5-Nitro-2-furaldehyde Merck 99
5-Nitrolndol-3-carbaldehyde Merck 98
7-azaindole-3-carboxaldehyde Merck 98
Piperenal Merck 99
Indole-3-carboxaldehyde Sigma-Aldrich 99,9
Pyridine Sigma-Aldrich 99,6
L'imidazole Fluka 99
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11.2 -Préparation de la B-phénylhydroxylamine :

Dans un erlenmeyer de 500 ml placé sur un agitateur magnétique chauffant, introduire
25 g de chlorure d’ammonium, 200 ml d’eau et 59 g de nitrobenzene. Ajouter petit a petit 59g
(0,83mol) de zinc en poudre. Chauffer éventuellement légerement vers 35 a 40 °C pour
faciliter la réaction. Surveiller la température qui ne devra pas dépasser 65°C. Pour suivre

I’agitation pendant un quart d’heure quand 1’addition est terminée.

On observe la précipitation de l'oxyde de zinc qui se manifeste par un aspect
blanchatre. Filtrer a chaud, ’oxyde de zinc formé et rincer avec 100 ml d’eau chaude. Le
filtrat est placé dans un erlenmeyer, saturé avec 300 g de chlorure de sodium puis placé dans
un bain de glace. Filtrer sur Biichner lorsque la précipitation est terminée. On récupere le
solide qui est un mélange de N-phénylhydroxylamine et de chlorure de sodium. Ne pas jeter
le filtrat.

Le solide est dissous dans diéthyle éther pour éliminer toute trace de composés
inorganiques. Sécher la phase organique sur carbonate de sodium anhydre. Evaporer le
solvant a I’évaporateur rotatif, des cristaux jaunes de B-phénylhydroxylamine sont obtenus.
Sécher a I’air libre sur papier filtre, en écrasant bien le solide a 1'aide d'une spatule. On
observe un "blanchiment" du produit, alors que le papier filtre jaunit par fixation du reste de
nitrobenzene.

La recristallisation de ce dernier dans I'éther de pétrole nous donne 23.55 g de -
phénylhydroxylamine sous forme de cristaux blancs. Pour améliorer le rendement il est
possible de reprendre le filtrat par extraction a 1’éther, séchage de la phase organique et
évaporation du solvant. La deuxieme fraction de produit obtenu ne sera pas mélangée a la

précédente. Les étapes de cette préparation sont données dans la figure n°1.

Cette réaction se fait sous contrdle thermique car, elle est exothermique et si on laisse
la température dépasser 65 °C, on aura la réduction complete de la fonction nitro (formation

d’aniline).
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(a) Mélange réactionnel (b) Filtration sous vide du (c) Extraction de la phase
sous agitation. mélange réactionnel. organique.

(d) Séchage de phase organique (e) Filtration de la phase

avec du sulfate de sodium. organique. (f') Evaporation du solvant.

(1) Solution de B-
('h) Filtration des cristaux. phénylhydroxylamine dans
I”éthanol.

(g ) Recristallisation dans 1'éther
de pétrole.

Figure n°1 : Les étapes de la préparation de la B-phénylhydroxylamine.
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I1.3- Condensation des aldéhydes aromatiques sur la B-phénylhydroxylamine :

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

B-phénylhydroxylamine, Ces nitrones ont été purifiées par recristallisation. Cette synthese a

été réalisée selon le mode opératoire général suivant :

A une solution d’aldéhyde appropri¢ dans 1’éthanol (50 ml), on ajoute une solution de

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

température ambiant pendant 3 h. On laisse décanter a température ambiante. On filtre et on

récupere un composé solide [9]. Le tableau (2) rassemble les quantités des réactifs utilisés et

des produits obtenus :

Tableau (2): Les rendements (Rdts) des nitrones obtenues.

Nitrone Mélange réactionnel

IT

I

IV

V1

vl

VIII

B-phénylhydroxylamine

Furaldehyde
B-phénylhydroxylamine
5-Nitro-2-furaldehyde

B-phénylhydroxylamine
5-Nitrolndol-3-carbaldehyde

B-phénylhydroxylamine
7-azaindole-3-carboxaldehyde
B-phénylhydroxylamine

Piperenal
B-phénylhydroxylamine
Indole-3-carboxaldehyde
B-phénylhydroxylamine

Pyridine
B-phénylhydroxylamine

L'imidazole

11

Rdt(%)

71 %

93 %

70 %

49 %

65 %

82%

68,31%

84%
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11.4 -Activité antioxydant :

11.4.1 -Test de piégeage du radical libre DPPH :

L’activité antioxydante in vitro a été évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage du

radical DPPH (1,1- Diphenyl-2-picryhydrazyl) selon la méthode ci-dessous :

>

11.4.2 -

Pour préparer des solutions meres, on prend différentes masses de méme
concentrations (5.10° M) dans 10 ml d’éthanol.

La solution de DPPH est préparée dans 1’éthanol a raison de 4mg/100ml a 1'avance (au
moins 3 ou 4 heures) car la solubilisation est difficile.

On prend 0,2 ml (200 pl) de la solution mere pour chaque tube a essai dans 0,8 ml
(800 pl) de I’éthanol. Le test est répété 3 fois.

Les solutions éthyliques sont additionnées de 1ml de la solution de DPPH.

On incube a la température ambiante et a 1'obscurité pendant 30 minutes, 1’absorbance
est mesurée a 517 nm.

Les solutions des antioxydantes de syntheése : vitamine C, I’hydroxytoluénebutylé
(BHT) et PBN ont été préparées avec des méme concentrations [14].

L’activité antioxydante est estimée selon 1’équation suivante:

AA % = ([Abs pppa— ADbS ¢chal/ Abs pperr) X 100

Avec : AA : activité antioxydant, Abs pppn: absorbance de DPPH a 517 nm.

ADbs ¢ch : absorbance d’échantillon a 517 nm.

Méthode de la B-caroténe :

Deux milligrammes de B-carotene ont été dissous dans 1 ml de chloroforme, la

solution obtenue a été introduite dans un ballon de 50 ml contenant 0,025 ml (25 pul) d’acide

linoléique et 200 mg de Tween 40. Apres évaporation du chloroforme sous vide (40 °C), 100

ml d’eau distillée saturée en oxygene. De cette nouvelle solution, 2.5 ml ont été transférés

dans un tube contenant 0.35 ml (350 pl) de chaque solution mere a une concentration

de (5.107) [15].
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Ce systéme d'émulsion a été incubé pendant 48 heures a 1’obscurité, avec répétition du
méme procédé pour I’antioxydant synthétique 1'hydroxytoluene butylé (BHT), Vitamine C et
PBN. L’absorbance a été mesurée a 470 nm et 1’activité antioxydant relative (AAR) a été

calculée selon la formule suivante:

AAR (%) = (Abs échantillon / Abs BHT) x 100 [15].

11.4.3- Test de la réduction du fer FRAP :

«» Préparation de la solution tampon :

Elle est préparée a partir des deux solutions suivantes :
v' 125,5ml de KH;POs (di-hydrogéno phosphate de potassium) a M/15 (9,08g de
KH:POy4 par litre).
v' 74,5ml de Na,HPO4 (di-sodium hydrgéno phosphate) a M/15 (8,47g de Na,HPO4 par
litre).

«» Préparation des solutions meéres :

Les solutions utilisées sont décrites comme suit :
v" Solution de FeCls (0,1%) :1g de FeCls dans 1000ml d’eau distillée.
v" Solution K3Fe(CN)s (1%) :10g de K3Fe(CN)s dans 1000 ml d’eau distillée.
v" Solution de trichloracétique (10%) :100g de TCA dans 1000 ml d’eau distillé.
v' Pour préparer des solutions meres, on prend différentes masses de méme

concentrations (5.10° M) dans 10 ml d’éthanol.

*

K/
*

Mode opératoire :

Un volume égal a 0,2 ml de solutions filles a partir d’une solution mere de
concentration (5.10° M) est mélangé avec 1 millilitres d’une solution tampon phosphate
(pH = 6.6) et 1 millilitres d’une solution de K3Fe(CN)s. Le tout est chauffé a 60°C au bain-
marie pendant 20 minutes, puis refroidi a la température ambiante. Ensuite, 1 millilitres
d’acide trichloracétique (TCA) sont ajoutés pour stopper la réaction, puis les tubes sont
centrifugés a 3000 tpm pendant 10 minutes. 1 millilitres d’eau distillée et 0.1 ml d’une
solution de (FeCls, 6H20) sont ajoutés €galement au mélange (la coloration vire au bleu).
Enfin nous réalisons, pour 1’échantillon ainsi préparé¢, la mesure de I’absorbance a 700 nm.
Ces mesures sont répétées trois fois pour chaque concentration afin de prendre la valeur
moyenne.
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Le BHT, PBN et Vitamine C sont utilisés comme contrdles positifs dans cette
expérience aux mémes concentrations choisies et dans les mémes conditions expérimentales

[16].
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Chapitre III : Résultats et discussions.

II1.1- Préparation des nitrones :

Pour la préparation des nitrones, les méthodes de condensation entre les composés
carbonylés et les hydroxylamine-N substituées sont les plus souvent employées.

L’hydroxylamine choisie est la B-phényl hydroxylamine.

II1.1.1- Préparation de la B-phénylhydroxylamine :

La B- phénylhydroxylamine est un réactif sensible a la lumiere, I’aire et la température.
Elle peut étre préparée par réduction du nitrobenzeéne (C¢HsNO-) par le zinc en poudre, en

présence de chlorure d'ammonium (NH4Cl), (équation(4))[17]

R OH
N 520 1L

| - / \ ,
i + 20 NHAC o p W H2, ZnO o, (4

Les caractérisations de la B-phénylhydroxylamine sont regroupées dans le tableau (3).

Tableau (3) : Le rendement (Rdt) et le rapport frontal (R¢) par CCM sur le gel de silice et la
point de fusion (Pr) de 1a B-phénylhydroxylamine.

Aspect et couleur | Rdt (%) | Re * Pt (°C)
Cristaux blancs 66,24 % | 0,52 82
*: CCM sur plaque de silice, éluant : diéthyléther — éther de pétrole (50/50 %) (v/v).

111.1.2- Condensation des aldéhydes aromatiques sur la B-phénylhydroxylamine :

Cette condensation se fait en solubilisant les deux réactifs dans 1’éthanol absolu a

température ambiante (équ.5) [9].

N /OH H\ /O Ethanol \ -
+ C - C——N + H,O
Ph Fl’h Ta H/ Ph ;
Equ.5

La structure et la nomenclature des nitrones synthétisées est donnée dans le tableau (4) :
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Tableau (4) : Nomenclatures et structures des nitrones synthétisées.

Nitrone Structure Nomenclature

{3 %
e CH¢N© C-2-furyl-N-phénylnitrone
O

I
o\; N4
J o) C-(Z) 5-nitrofur-2-yl-N-phénylnitrone
II = CH$ l{l’\©
N e C-5-nitroindol-3-yl-N-phénylnitrone
. C-[(Z)-1H-pyrol [2, 3b]pyridin-3-yl]-
=N

v o N-phénylnitrone
/— (e}
© G C-(2)-3,4-(méthylendioxy)phényl-N-
\Y L
o= O phénylnitrone.

HN :
o9
VI @j\cﬁ’ N C-(3-indolyl)-N-phénylnitrone

T s
NN C-(Z)-4-pyridyl-N-phénylnitrone
VI
/§N O_
HN |+ C-[Z]-1H-imidazol-4-yl-N-
\)\CHﬁN [Z] 1midazol-4-y
VII phénylnitrone

Le tableau (5) présente la masse molaire, la formule brute, 1’aspect, la mode de recristallisation,

le rendement, et le point de fusion des produits obtenus :
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Tableau (5) : Caractéristique physico-chimiques et les rendements des nitrones synthétisées.

Chapitre III : Résultats et discussions.

MM Formule Rdt P:
Nitrone Aspect recristallisation
(g/mole) brute (%) | (°O).
Poudre
187.19 C11H9NO> Acétate d’éthyle. 71 92,4
I marron
Poudre
232.19 C11HsN2Oq4 Ethanol. 93 180,5
II vert
Poudre | Acétate d’éthyle / éther de
281.26 CisH11N3O3 70 243,1
I orange pétrole.
Le minimum de
Poudre
237.25 CisH11N30 chloroforme et récupéré 49 123,1.
v jaune
avec I’éther de pétrole.
Poudre
241.24 Ci14H11NO3 L’acétate d’¢éthyle. 65 132,6
A\ blanche.
Poudre Chloroforme / éther de
236.26 CisHi2N2O ) 82 192,1
VI jaune pétrole.
Poudre
198.22 Ci12H10N2O L’acétate d’¢éthyle. 68,31 | 139.,8
VI blanche.
Solide
187.19 Ci10HoN3O L’¢éthyle d’acétate. 84 185,3
VIII jaunatre.

I11.2- Analyse spectrale des nitrones synthétisées :

Les nitrones synthétisées ont été caractérisées par deux méthodes spectroscopiques

(UV-Visible, IR).

II1.2.1- Etude spectrophotométrique en UV-Visible :

L’analyse spectrophotométrique en UV-Visible nous a permis de localiser les bandes

d’absorption caractéristique des nitrones synthétisées. Les résultats obtenus sont résumés dans

le tableau (6).
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Tableau (6) : caractérisation spectrale en UV-Visible des nitrones synthétisées.

Bande Bande K
E2

Nitrones fmax (11M) Amax (NM)

I 239 335

1I 303 384

111 338 280

v 284 341

Vv 239 344

VI 225 354

VII 230 317

VIII 227 319

Il est décrit dans la littérature que les nitrones présentent trois bandes connues El, E2, et K.

- La bande E2 caractérise les transitions €lectroniques 1 — @ * dans le centre de la

molécule et le cycle aromatique.

- Labande K concerne les transitions électroniques n — m * dans toute la molécule.

Les spectres UV des nitrones synthétisées sont donnés dans les figures (12 et 13) :
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P T ; ; . 2,5000 T T T
Nitrone | Nitrone II
Q (0]
Zmml / . | - 2,0000
/ [
CH‘ N O
-l a 1,5000 |-
: 5
- <L
Lmo | a 1,0000
- 05000
wsam | -
A A A 0,0000 | | |
1000 T T T 210,00 250,00 200,00 350,00 400,00
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Figure n° 2 : Spectres UV des nitrones synthétisées (I, II, IIL, IV, V et VI) dans I’éthanol.

19



Chapitre III : Résultats et discussions.

2,5000 . . 2,5000 T T T

Nitrone VII Nitrone VIII

2,0000

4 2,0000 - FN o

HN\)\ 4111‘
cH O

1,5000 4 1,5000 -

Abs.
Abs.

1.0000 4 1,0000

0,5000 0,5000

0,0000 + + +
210,00 250,00 300,00 350,00 400,00
nm

0,0000 + + +
210,00 250,00 200,00 350,00 400,00
nm.

Figure n° 3 : Spectres UV des nitrones synthétisées (VII et VIII) dans 1’éthanol.

I11.2.2- Etude par spectrophotométrie infrarouge IR :

Les nitrones synthétisées ont été analysé par spectroscopie IR. Les spectres obtenus sont

illustrés dans les photos suivantes :
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Figure n° 4 : Spectres IR des Nitrones (I et II).
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Figure n° 5 : Spectres IR des Nitrones (IIT et IV).
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Figure n° 6 : Spectres IR des Nitrones (V et VI).
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Figure n° 7 : Spectres IR des Nitrones (VII et VIII).
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A partir des spectres IR nous avons détecté les bandes caractéristiques des nitrones synthétisées.

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau (7) suivants :

Tableau (7) : caractérisations spectrales en infrarouge des nitrones synthétisées.

Nitrone

L’infrarouge

IR (KBr): v (em-1): 6 C=N: (1570),6 N- O: (1155),6 C-H de I’hétérocycle
: (3186-3057),6 C=C benzénique et ¢ C=C-C=C de conjugaison de
I’hétérocyclique : (1593, 1543, 1473),6 C-C du noyau benzénique : (1389-
1366), o C-C : (1245, 1159, 1071, 1018, 959, 911) o C-H : (872, 822,
773, 743).

II

IR (KBr): v (em-1): ¢ C=N : (1542), ¢ N- O : (1155),c6 C-H de
I’hétérocycle : (3132-3052), o C-NO; asymétrique: (1522), ¢ C-NO2
symétrique: (1384), o C-C hétérocyclique et benzéniques : (1487-1455)
O(=C-O-C=) éther: (1250-1231), 8(C-O) éther : (1015).

III

IR (KBr): v (cm-1): ¢ C=N : (1578),0 N- O : (1208),c C-H de
I’hétérocycle : (3137-3038), o C-NO> asymétrique: (1515), ¢ C-NO:
symétrique: (1388), o N-H: (1356, 1325,1285), 6 C-H dans le plan: (1131-
1040), o C=C benzénique : (1476,1430), 6 C-H hors du plan: (975-736).

IV

IR (KBr): v (cm-1): 6 C=N (nitrone): (1584),6N- O : (1246),0C-H de
I’hétérocycle et oN-H pyridine : (3141-2533),6C=C pyridine : (1572),
6C=N pyridine : (1601),6C=C benzénique : (1505, 1483,1445),6N-H non
lie pyridine : (1382, 1330),0 C-H : (1140, 1038, 1017).

IR (KBr):v (cm-1): ¢ C=N : (1597), o N-O : (1266), c C-H de
I’hétérocycle : (3113-3058), o(—CHz) symétrique: (2895), o C-O éther
cyclique: (1266).

VI

IR (KBr): v (em-1): cC=N : (1572), oN-O: (1246), cC-H de
I’hétérocycle: (3141-2845), oN-H: (2362), 6C-C du noyau benzénique :
(1601), oN-H: (1505-1330), 6C-H dans le plan: (1140), 6C-H hors du plan:
(1074-1017), déformation dans le plan de I’hétérocycle: (886), déformation
hors du plan de I’hétérocycle : (683-592).
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VII

. IR (KBr): v (ecm-1): 6C=N : (1559),c6 N- O : (1170),c C-H de
I’hétérocycle : (3117-3037), cC=N pyridine : (1589),c6 C=C pyridine :
(1532), o C=C pyridine : (1484, 1458, 1403), o C-C du noyau benzénique :
(1334-1300), 6 C-H dans le plan: (1248, 1228, 1207, 1187), 6 C-H hors du
plan: (916, 894, 766).

VIII

IR (KBr): v (cm-1): ¢ C=N : (1580 oN- O : (1269), cC-H de
I’hétérocycle : (3171-2952), oN*-H : (2589), harmoniques du noyau
benzénique : (1956-1682), cC-C du noyau benzénique : (1603), cC-N et
oN-H non liée : (1482, 1441, 1385, 1326), 6C-H dans le plan: (1152-1100),
0C-H hors du plan: (1057-917), déformation de I’hétérocycle dans le plan :
(887), 6N-H hors du plan: (832).

Les résultats de ce tableau montrent bien la présence des bandes caractéristiques des

nitrones et I’absence de ceux des réactifs. Cela nous permet de conclure que la réaction de

préparation de nitrons est fini et que les produits récupérer sont purs.

II1.3 - L’activité antioxydants :

111.3.1 - Introduction :

L’utilisation des molécules antioxydants de synthése actuels est remise en cause en raison

des risques toxicologiques potentiels. Désormais, de nouvelles molécules plus actives et moins

toxiques sont recherchées. Dans ce contexte, 1’activité antioxydante des nitrones synthétisées a

été évalué par trois méthodes. Ces méthodes reposent sur trois mécanismes différents a savoir :

>

Meécanisme de réaction SET « simple transfert d’électron » réalisé par la méthode FRAP
« Ferric Réducing Antioxydant Power. »

Mécanisme de réaction HAT « transfert d’atome d’hydrogéne réalis¢ par la méthode de
blanchiment B-carotene »

Meécanisme de réaction HHAT et SET a la fois réalisé par la méthode de piégeage du

radical libre DPPH « 1 ,1-diphenyl-2-picrylhydrazule ».
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II1.3.2 - Test de piégeage du radical libre DPPH :

Le principe du test consiste a 1’addition du radical DPPHe a une solution éthanoique (ou
méthanoique) contenant un composé potentiellement antioxydant et pouvant céder un atome
d’hydrogene qui entraine une diminution de la coloration violette caractéristique de I’apparition

de la forme réduite du DPPH [22].

La réduction du DPPH® est facilement mesurée par spectrophotométrie a 517 nm (Amax
DPPH®). La réaction sera plus ou moins rapide selon la nature de 1’antioxydant, et la quantité

de DPPH-H formée dépendra de la concentration en antioxydant (figure n° 8) [23].

VIOLET JAUNE

Figure n° 8 : Réaction de réduction d’un radical DPPH en présence d’un antioxydant [23].

L’absorbance et I’activité antioxydant de chaque nitrone synthétisée est donnée dans le

tableau (8). Les activités sont représentées dans la figure n° 9 :

Tableau (8) : L absorbance a 517 nm et ’activité antioxydante de chaque nitrone synthétisée.

I II III v A% VI VII VIII | PNB | BHT | VitC

Abs | 0,4873 | 0,4349 | 0,5936 | 0,2913 | 0,4455 | 0,4676 | 0,2721 | 0,4574 | 0,53 | 0,11 | 0,09

%A | 9,73 | 19,42 / 46,04 | 17,47 | 13,37 | 49,59 | 15,26 | 1,81 | 79,62 | 83,32
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Figure n° 9 : Histogramme de la variation de 1’activité des nitrones synthétisées evaluée par la méthode

DPPH.

On remarque que I’activité des nitrones varie selon leur structure, la nitrone a base de
pyridine N4 et indolique N5 présentent de meilleurs résultats. Seulement cette activité reste
inférieure a Celle de la vit C et de la BHT. Cette diminution d’activité peut étre attribuée a

’effet stérique engendré par la taille du DPPH.

111.3.3 - Test de la réduction du fer FRAP :

L’activité réductrice du fer de nos extraits est déterminée selon la méthode FRAP [24], Elle
est basée sur la réaction chimique de réduction du Fe** présent dans le complexe K3 Fe(CN)s

en Fe?* [25].

®,

¢ Principe:

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associ€ a son pouvoir antioxydant. Cette technique est
développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe™®) présent
dans le complexe K3Fe(CN)g en fer ferreux (Fe*?).

En effet, le (Fe*®) participe 2 la formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton,
qu’il est révélé par le virement de la couleur jaune du fer ferrique en couleur bleu vert du fer
ferreux. L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée a 700 nm. Une augmentation de
I’absorbance correspondante a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés [26].
L’absorbance & 700 nm de chaque nitrone testée par cette méthode est donnée dans le tableau

(9) suivant :
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Tableau (9) : L’absorbance a 700nm des nitrones synthétisée obtenue lors du test d’évaluation
d’activité antioxydante par la méthode FRAP.

I II I v v VI VIl VII | PNB | BHT | VitC

Abs | 0,8189 | 0,8006 | 0,1867 | 0,5003 | 0,8665 | 0,8074 | 0,7170 | 0,8324 | 0.24 | 1.07 | 1.05

1,2

0,8 -

0,6 -
m Abs

| Il ] v \ i Vil VIl PNB BHT VitC

Figure n° 10 : Histogramme de la variation de I’absorbance a 700nm des nitrones synthétisée obtenue
lors du test d’évaluation de 1’activité antioxydant (FRAP).

L’activite des nitrones synthétisées par la méthode FRAP qui repose sur le mécanisme
de transfert des électrons est différent de celle obtenue par la méthode DPPH. On remarque que
toutes les nitrones testés présente une activités superieure a 50% parapport a celle de la BHT,
exepté la nitrone III. Cela nous permet de conclure que les nitrones synthétisés présente un

bon poouvoir réducteur.

I11.3.4- Méthode de la B-caroténe :

Le B-caroténe est un type de caroténoides et précurseur de la vitamine A. Il agit sur les
especes réactives de 1’oxygene, en formant un radial de vitamine A qui pourra agir comme
antioxydant en réagissant avec un autre radical pour former un non radical, ou sera régénéré en

vitamine A (figure n° 11) [27] [24].
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Figure n°® 11 : La structure de la béta-carotene.

Dans ce test, I’oxydation de 1’acide linoléique produit des radicaux peroxydes qui attaquent
les onze doubles liaisons du B-caroténe, ce qui entraine une décoloration de ce dernier mesuré
par spectrometre a 490 nm. Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les
radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique et donc prévenir I’oxydation et le blanchiment du
B caroténe [27]. Cette méthode est sensible, rapide et simple s’agissant d’une mesure
spectrophotométrique dans le visible. La couleur jaune si elle persiste, indique la présence de

substances antioxydants [28].

L’absorbance et I’activité antioxydant de chaque nitrone synthétisée sont données dans le

tableau (10) et représenter sur 1’histogramme de la figure n°® 12:

Tableau (10) : Absorbance & 490 nm et Activité antioxydant des nitrones synthétisées obtenues lors du
test de blanchiment de f-caroténe.

I II I v A" VI VII VIII PBN | BHT | VitC

Abs | 0,1551 | 0,1422 | 0,4474 | 0,1641 | 0,1705 | 0,1439 | 0,1429 | 0,1260 | 0.05 | 0.10 | 0.10

A% | 155,13 | 142,20 | 447,43 | 164,13 | 170,53 | 143,93 | 142,93 | 126,03 | 50 100 | 100
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Activité antioxydante par la méthode béta caroténe
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Figure n° 12 : Activité antioxydante des nitrones synthétisées obtenue lors du test de blanchiment de 3-
carotene.

Les résultats de 1’activité antioxydant par la méthode de blanchiment de B-carotene
montrent que toutes les nitrones synthétisées présentent des activités similaires exceptées pour
la nitrones 3. Ces activités sont équivalentes ou meilleures a celle de 1a BHT et la vitamine C.
cela fait de nos nitrones de trés bons agents protecteurs et ouvrent la voie a des applications de

ces derniers dans le domaine pharmaceutique.
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Conclusion générale.

Conclusion générale

Dans le but d’associer I’activité thérapeutique d’une série d’aldéhyde naturels a
I’activité antioxydantes des nitrones, nous avons synthétisé une série de nitrones aux dérivés

hétérocycliques.

Premieérement nous avons synthétisé la B-phénylhydroxylamine par la réduction du
nitrobenzéne avec du zinc en présence du chlorure d’ammonium. Cette derniere est
additionnée aux aldéhydes naturels pour avoir la série de nitrone attendue. Ces dernieres ont

été purifiées par recristallisation. Les rendements obtenus sont tres satisfaisants.

L’¢tude de I’activité antioxydante réalisée par trois tests chimiques, a révélé que les
nitrones synthétisées présentent une activité meilleure que celle de la PBN (nitrone de
référence). Cette activité n’est pas appréciée par la méthode de piégeage du radical libre

DPPH. Cela a ét¢ attribué a 1’effet stérique engendré par le DPPH.

L’¢évaluation de I’activité¢ antioxydante des nitrones par les autres méthodes a révélé
I’effet protecteur et réducteur de ces nitrones. Ces activités sont meilleures que celui de la

vitamine C et BHT.

En perspective, il serait intéressant de tester 1’activité anti-inflammatoire et anti-cancer

des nitrones synthétisées.
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