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Résumé

Les cyclodextrines ont trouvé de nombreuses applications en synthése organique, vu leur
capacité a former des complexes d’inclusion avec des molécules insolubles, a savoir les nitrones
pour favoriser la solubilit¢ et augmenter leur biodisponibilité, pour améliorer la stabilité des
complexes d’inclusion.

L’objectif de notre travail, est la synthése des complexes d’inclusion, a partir des
interactions entre les cyclodextrine et une série de nitrones.

Les analyses de complexes d’inclusion obtenus par la technique spectroscopie infrarouge
FT-IR et spectroscopie de masse (SM), nous a permis de vérifier la steechiométrique et
identifier I"existence des fonctions nitrones et B-cyclodextrines dans les complexes d’inclusion.

L’évaluation de lactivité antioxydante des complexes d’inclusion et nitrones par trois
méthodes a montré que les complexes possedent une activité plus importante a celle des nitrones.

Mots clés : Nitrones, Cyclodextrine, complexes d’inclusion, stcechiométrique, antioxydante.
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| Summary

increase their bioavailability to improve the stability of inclusion complexes .

cyclodextrin and a series of nitrones .

nitrones functions and f - cyclodextrin inclusion complexes .

methods showed that the latter has a higher activity than the nitrones .

Keywords : Nitrons , cyclodextrin , inclusion complexes , stoichiometric, antioxidant .

Cyclodextrins have found many applications in organic synthesis , because of their ability to
form inclusion complexes with insoluble molecules , namely nitrones to promote solubility and

The objective of our work is the synthesis of inclusion complexes , from interactions between

Analysis of inclusion complexes obtained by the technique infrared FT-IR spectroscopy and
mass spectroscopy ( MS) , allowed us to verify the stoichiometric and identify the existence of

The evaluation of the antioxidant activity of inclusion complexes and nitrones by three



Liste des Abréviations

AAR Activit¢ Antioxydante Relative
BHA Hydroxyanisole butylé

BHT hydroxytoluéne butylé

CD  Cyclodextrine

G Degré Celsius.

DPN C, N-diphényle nitrone.

DPPH 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle.
FRAP Ferric Reducing Antioxidant Power
H hydrogene.

IR spectrométrie infrarouge.

Ke Constante de stabilité

M masse en gramme.
ml millilitre.

m masse en gramme
mn minute.

nm  Nanometer.

RPE résonance paramagnétique électronique

PBN [l'o-phényl-N-tertbutylnitrone.

PPN N-benzylidéne-1-diéthoxyphosphoryl-1-méthyléthylamine-Noxyde.
Pe point de fusion.

Rdt rendement

R? coefficient de corrélation

SM  spectrométrie de Masse

UV spectrophotométrie UV

a-CD Alpha-cyclodextrine

B-CD Beta-cyclodextrine

y-CD Gamma-cyclodextrine

A Longueur d'onde.

Amax  Longueur d'onde qui correspond a I’absorbance maximale.
emax  coefficient d’absorbance.



Tableau 1
Tableau 2
Tableau 3
Tableau 4
Tableau 5

Tableau 6

Tableau 7

Tableau 8
Tableau 9

Tableau 10

Tableau 11

Tableau 12

Tableau 13

Tableau 14
Tableau 15
Tableau 16

Tableau 17

Tableau 18

Liste des Tableaux

Nomenclature des cyclodeXtrines ..........cccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiieean.n. T § 8 § § RS § 54 § 4B
Caractéristiques physico-chimiques de a. -, p - et y-cyclodextrines ..................ccoeevvnenn...
produits utilisés ainsi que leur origine et degré de pureté ..o
volumes, concentration de $-CD utilisés et rapports molaire [B-CD] / [NIT]......................
Quantités de réactifs utilisés et de complexes obtenues............ccooeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin,

Concentration de nitrones et B-cyclodextrine dans les solutions analysées et leurs absorbance
T P10 § (<) o10) 1 16 11 L

Equations des courbes ([B-CD][Nit]/AA= f([B-CD]) des complexes et leurs coefficient de
QOFTEIALTON s ssururmmmn s o 5 ¢ s mmens.s o 5 st o 3 5 SeBIwsnee 3 5 & § SEBERISA 5 & § SOLURETE § § ¥ % KOFIEARAS § 8 § £ SATHRREAD 53 49

Valeurs de constante des complexes Nit-BCD...... ..o,
Rendements en complexe NIT/B-CDa25°C ..oooiiviiniiiiiiiiiiiii e

Fréquences des principales bandes d’absorption en infrarouge pastille de KBr des complexes
) L1 1§ T U

Pics moléculaires principales en impact électronique des complexes synthétisés et des
nitrones pures utilisées donnés par spectroscopie de Masse. .......ovveeririieeerinniineeeneennnns

Absorbance a 517nm des solutions de nitrone et de Complexes lors du test de I’activité de
piegeape du radical 1ibre DPPH .o x5 s sommams 5 o5 s 5 5 2 ¢ sosameings s 55 5 £ 5pEemss 5 5§ 5 Seams

Absorbance a 517nm des solutions des complexes lors du test de I'activité de piégeage du
radical libre DPPH ...

Absorbances des nitrones lors du test de I’activité par la méthode FRAP a 700nm ..............
Absorbances des complexes déterminé par la méthode FRAP a 700nm ........................ees
Absorbances des solutions des nitrones lors du test de I’activité FRAP a 700nm .................

Absorbances des complexes synthétisés lors du test de I’activité par la méthode FRAP a
TOORI « sinsmsmnsimnn s & 2 5 smsnmsms 5 3 5 Ssmmas s § 5 UAEHEE S § § ¥ HEARRNG §5 § £ DACIESAEEN § 3 § § § ANESROEES § § § EHPSCEEDS ¢ § 408

Activité relative des nitrones et de leurs complexes d’insertion..............ccoeveviiiiiiininnns

45
46
47
48



Liste des figures

Figure 1 Stabilisation des nNitrones par rSONANCE ............ouuerininineitene ettt eeeaniean
Figure 2 Types de NItroNes EXISTANTES .. ... .euet ettt ettt et et et e e e
Figure 3 Approches possibles pour la préparation de Nitrones...............oooviviiiiiiiiiiiiiiieiinnn,
Figure 4 Principe de la technique de piégeage de spin par [aPBN ..............cocoviviiiiiiiiiiiiii,
Figure 5 Structure chimique des nitrones synthétisé ...................oiiiiiiiiii i
Figure 6 Les structures des CyClodeXtrines. .......oovviineiniitii e e,
Figure 7 Structure simplifiée montrant la forme tronconique................ooviieiiiiiiiiiiii e,
Figure 8 Structure tridimensionnelle de la cyclodextrine .............coooiiiiiiiiiii i,

T-shirt greffé par la cyclodextrine (a) et non greffé (b) porté pendant 24 h puis
analysé par chromatographie azZeUSe ...........o.oveiiiiiiiiriiiiiiei e,
Figure 10 Schéma de I’inclusion d’une molécule dans la cavité hydrophobe de cyclodextrine ..............
Figure 11 Représentation de la formation de complexe d’inclusion ................oooooiiiiiiiiiiiiini.,
Figurel2 Diverses structures en solution aqueuse de complexes cyclodextrines-invités.....................
Pigure 13  Sirochure profoede i 15] .. v s commemnsss o sommummn v 55 = owssss 5 5 sinssisossins § 5 & § SCausssmons s s 5 & cuuwmpss 3 & & £488
Figure 14  Structure préférée du 1:2. ... o
Figure 15  structure préférée des deux stoechiométriesa)2:1etb) 1 :1.......ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn,
Figure 16  Spectres d’absorbance des nitrones avec la B-CD a différentes concentrations....................
Figure 17  Spectres d’absorbance des nitrones avec la f-CD a différentes concentrations....................
' Figure 18  Courbes ([B-CD][Nit]/AA (Ana nm)=f([B-CD]) pour les complexes synthétisées................
Figure 19  Courbes ([B-CD][Nit]/AA (Ao nm)=f([3-CD]) pour les complexes synthétisées................
Figure 20  histogramme des rendements de chaque complexe NIT/ B —CD............ccocoiviiiiiinininnnn..
Figure 21  Spectre FT-IR de a) $-CD b) Nit P-H c) complexe Nit-B-CD en pastille de KBr................
Figure 22  Spectres de masse en impact électronique de a) f-CD b) complexe B-CD/Nit P-H.........
Figure 23  Réaction de réduction du DPPH en présence d’un antioxydant AH.............................. ..
' Figure 24  principe de la technique de piégeage de spin par la nitrone.................c.coooeiiiiiiiiinann....
Figure 25  Comparaison de I’activité antioxydante des complexes avec celle des nitrones...................
Histogrammes comparatifs de I’absorbance des nitrones et leurs complexes lors du test
FRAP ooz o5 s sumeumensn 555 6 iosmene s £ 5 50550650 3 5 5 § G9055555 5 § § EEHESHH S5 4 £ LTSS 55 5 § A imbinmnrns o o 5 masant
Cinétique de blanchissement du -caroténe a 490nm en présence des antioxydants : nitrones
(a) et complexes d’insertions (b) pondant 48 heures................cooooiiiiiiiiiiiii i,
| Figure 28  Histogrammes de ’activité relative des nitrones et leurs complexes d’insertions..................

Figure 9

Figure 26

Figure 27

wn n LW



INTRODUCTION GENER AL, ... ..o 0o sommnisss s5snmmmns 5 swmsmn o s s ossunn i 5o suess s 2455 1
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

CHAPITRE I: NITRONES

[.1. DEfinition des NItTOMES :...ecvveruerieriieriiiierieiieseete st sttt a e sae e eae s sae e 3
L. 2. THPES GE THETOTIEE: § 1y ergrverasmsmmnon conasessmses sonws cres e ssemmensn sassnmnen o swnsnosannss and 6445 48545483 6 544 SRR 355 3
1.3, Synihess des NAMOIEE © covocommmmcsemsounsensrwmssssnsmessssssins oo smns 4655 5055 55585 045 5063 SHFRH RITRASHR 4
L4, Donming d’appHCatioN AES DIOTIES &...uconcs cnonssmssncnas oo 2550500005565 055555 500R5 8555 oSSR SRS DSS 4

1.4.1.Utilisation dans la technique de (PIEGEAGE DE SPIN) 2 icisucssssrsmsussmnesssassasssnessnson 4
[.4.2. Utilisation d’antioxydants de type nitrone a propriétés thérapeutiques:.........ccoceeveuvnee 5

CHAPITRE II : CYCLODEXTRINES

I1.1. Généralités sur la chimie supramoléculaire :.........ccocvviiviiiininiiiiiiiiie e 6
I1.2. Présentation générale des CyClodeXIrines :.....cccceviniiiniiniiiniinienie i 6
I1.3. Nomenclatures des cyelodeXIPIHESE { e mmsmmmn mssmssmnmsmsm o s mrssammyomssmmy 7
IL.4. Struciure et proprietes des cyelodaxXiTiies | unmmmmmraan o mmmsss 7
LA, L. BIITIE TR «.co e cmwmmomnmow mme i s i 5560555 5 555505 KON PR 43 €0 o3 £ E SO WA TR ANE SO SRE S R 7
1B o1 s s e 1 L | SRRSO ——————— 9
IL.5. Toxicite des eyCIodamITile & s samnssmmmsisases i maorammmsss s s s ass o s o ees 10
IL6. Applications des oYClodeXIMES § nussmemsmmsmmermmnmsremserssss ssmsymmmsromes sass soorss s 10
[1.6.].. Domaing A IBESITIE 5 ovurunssvuvessessmus ssanscs sssmsasnssannsonsmmmnsssmmri ssis 8556 0080 F ST RAARER 10
I1.6.2. Domaine d’ industries chimiques et biotechnologiques :.........cccooveviiiniiiniiiinnne. 12

CHAPITRE III : COMPLEXES D’ INCLUSION

I1I.1.Formation de complexes d’INCIUSION : ...cceevueriiriiniiiiiiiiiiiiiiiiic e 13
MI.1.1. Mécanisme d’INCIUSION ..uvieiuiieiiienieeieeiteeie et 13
III.1.2. « Forces conductrices » de la compleXation :.......cccceeeueerieiniiiiccieiiiiniiiiiieccneens 14

M2, DitiErents types de OMMPISEES %o sumsnonn ionsmomsn o s o 5055 5 85558549065 HOTAS £ SRS 15



[I1.4.2. Détermination de la constante d’association : « Méthode de Benesi-Hildebrand » .18

T3 EiTets 00 COMBIBKE: = covc vocomensoressosomsammenssimnsmennonsis 66558 60 40635 AN ISAER BRI RA RN RS E AT ST 21

CHAPITRE IV : PARTIE EXPERIMENTALE

V.1 Appareilln 566 &1 PEOBTIS & .wsmmoonsononns ek s 5555 5 £ oo 5550 5S4 Es SRS 22
IVCLLT ADPRTELS | ..ome om0 6500585405550 5 R A N R S X S 95 U 53 A5 NSRS S S0R5' 22
|V W 0 7 LT T e ——————— 22

IV.2. Détermination des constantes de formation des nitrones-CD .......c.ccceviiviniiiiniinnnnn 23

IV.3. Prépatatiofide eomplexes nittone=BCD covuwmmmmpimuns oo msraasrsssss 23

IV 4. Pouvoir afitioxydaiit des nitrones ot lEUrs ¢ompleXe i saasmmmimmmmmsrersmvmssmes 24
[V.4.1.Méthode de piégeage duradical libre 2, 2- diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (DPPH
1A 1EA ] SOAVEIEINE BTN . rmcummnsomnommmn s s 350045855005 A B RS S AR O S 24
IV 4.2 Meéthode da blarchissement de P=CarotBNg .ocmmermsrammrmeasmeommmsomsmmmossmsmsmmss 24

IV.4.3.Méthode de réduction du fer ferrique FRAP (Ferric reducing antioxidant power):.25

RESULTATS ET DISCUSSIONS

CHAPITRE V : DETERMINATION DE LA CONSTANTE D’ASSOCIATION

V.1. Détermination de 1a constante d’aSSOCIATION & .eevvrrrrrierieieriririiieeeerrrrieeeererieineseeesrnnneseeeeens 26
AV e 3 57c) L 1o) (o ) s WEUUUURER OO OOPPPPOR P PPPPPPPPIRt 33

CHAPITRE VI : SYNTHESE ET CARACTERISATION DES COMPLEXES D’INCLUSION

V1.1. Synthése du complexe C, aryl, N-phénylnitrone/B=CD 1..ccusmsmrmmmpssssmssoneponporecsens 34
VI.2.Caractérisation du complexe nitrone/ § -cyclodeXIrme : .........coveeeeieiiiiiiiiiinenieienen 35
VI2.1. Spectroscopie Infra —Ronge {(FT-IR) :....comremernes consoisssnss ssssssmsmsassnsns sossins ssuass 35
VIL.2.2.Spectioseopie de masse (S uemismmsmmmsmmesrrassmmasmra st myssremy ey 38
N L L T RO . 0505000055 S SRS NS S RS A RO R wrmmens 41

VIL1. La méthode de picdgeags dun tadical DPPH. ! . sommsmens avssanisssommmesesesons 42
WILY. ] PrUBGRIE snisasmmnassvsovmsionnsnnsmons oonssvss sieness o som aosensusss sstrsen iinss (ropeomua sy syrryens ey 42



VIL.2. La méthode FRAP (Ferric reducing antioXidant POWET) :.....ccocevieveieiniinininininicnnennen, 46

VIL2.1. PIINCIPE : wecveierererrerirectsnestssestsmnesessssssnssossssssssssensssssssssonsassasstssessssssssssssnsasassssnssases 46
VILY. Midthods de 16 B-CrotEme Loy o an o miosas sss on 55153 48
VLS. PRI | su asmmssssmmmess s s pasome oo o s e s 48
VIL 4. CONCIUSION © tuvvviiiieiiierreeeereeeeitreesetteseeeeseneeesenaeessnaeessbaesssaaee s e saseeeessssesessnaseassnaesssseesannne 50
CON CLUSTON . . . oottt e et e et et et et e e e et et et e e e e e nenses 51

REFERENCES BIBLIOGRAFIQUES

ANNEXES



Introduction
générale



Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

La recherche de méthodologies de synthése toujours plus performantes est importante.
Elle fournit de nouveaux outils, mieux adaptés, pour construire plus facilement et avec une plus
grande efficacité des molécules cibles avec des propriétés bien définies (amélioration de la
solubilité dans I’eau, activité enzymatique, catalyseur chimique,...), qui peuvent aboutir a de

nombreuses applications.

Un composé d’inclusion est formé a partir d’une espéce réceptrice qui inclut plus ou
moins profondément un substrat moléculaire ou ionique. Cette inclusion n’est, en général, pas

accompagnée de la formation d’une liaison covalente ou de coordination.

De nombreuses classes de macromolécules peuvent ainsi interagir pour former des
complexes d’inclusion, comme par exemple, les xéolithes, les clathrates, les éthers couronnes, les
calixarénes, les cyclodextrines, ... etc. Ces molécules cages, qui sont capables d’encapsuler
d’autres molécules et qui ont des applications aussi bien en pharmacie, en agroalimentaire qu’en

agriculture, intéressent de nombreux secteurs industriels.

Parmi tous les hotes potentiels, les cyclodextrines semblent étre trés intéressantes pour
plusieurs raisons : Ce sont des produits "semi naturels" issus d’une simple conversion
enzymatique de I’amidon. Elles sont fabriquées en grande quantité utilisant des technologies non
polluantes. Leur prix initial élevé est devenu abordable grdce a une augmentation de la
production.

Les cyclodextrines sont notamment utilisées pour favoriser la solubilité de substances actives

insolubles en milieu aqueux et augmenter leur biodisponibilité.

Les nitrones ont trouvé de nombreuses applications en synthése organique, a savoir
comme des substrats de choix pour les réactions de cycloaddition. Elles représentent des
composés intermédiaires de beaucoup de produits d’intérét biologique. D’autre part, les nitrones
sont des produits insolubles dans I’eau et leur stabilité augmente par la complexation avec des

molécules cage.

Le but de notre travail est d’étudier les interactions de [-cyclodextrines avec les séries des
nitrones pour améliorer la solubilité et la stabilité des nitrones dans I’eau et accroitre leur activité

antioxydante.



Introduction générale

Ce travail sera présenté dans ce mémoire en trois parties :

Nous aborderons dans la premiére partie une étude bibliographique qui est subdivisée en
trois chapitres.
- n premier chapitre sur les nitrones, leurs syntheses et leurs applications.
- un second chapitre sur les cyclodextrine leurs propriétés physico-chimiques ainsi que
leurs applications.
- un troisiéme chapitre qui est consacré a la formation, caractérisation des complexes

d’insertion avec la détermination de leur stcechiométrie et leurs propriétés physico-

chimiques ainsi que leur effet catalytique.

La deuxiéme partie est consacrée a la description des techniques expérimentales utilisées

lors de ce travail.

La troisiéme partie comporte trois chapitres correspondant aux résultats et discussion de

nos travaux expérimentaux réalisés au laboratoire.

- Le premier chapitre sera consacré a la détermination des constantes de complexation
des comlexes d’inclusion.

- Le deuxiéme chapitre comportera la synthése des complexes d’inclusions et leur
caractérisation par spectroscopies vibrationnelles FT-IR et Spectroscopie de masse.

- le troisiéme chapitre contiendra les résultats de 1’activité antioxydant des nitrones et

de leurs complexes d’inclusion.

Enfin, on terminera avec 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 qui offrent
de nombreux avantages. Elles sont souvent stables et cristallines, et sont plus réactives que
les autres composés a double liaison C=N [1].

La structure dipolaire des nitrones fait des partenaires de choix dans le cadre de la
formation d’isoxazolidines par réaction 1,3-dipolaires. Plus récemment, elles ont été
étudiées en tant que nucléophiles dans des réactions d’addition sur des composés
carbonylés. Leur caractére électrophile permet de les engager dans des additions
nucléophiles d’organométalliques ou d’hétérocycles.

I.1. Définition des nitrones :

Les Nitrones, découvertes en 1890 par Beckmann sont des composés présentant une
double liaison carbone-azote et une liaison de coordinance azote-oxygeéne qui leur conférent
une structure de type anion allylique, possédent un fort caractére 1,3-dipolaire et sont
stabilisées par résonance [2] (Figure 1). Leur double liaison C=N est trés polarisée et leur
confere un caractere d’iminium.

3 . p =
R\r'\'l'/o Ra\\ -0
R’ R’ R+ R

Figure 1 : Stabilisation des nitrones par résonance

I.2.Types de nitrones :

On distingue les aldo- et céto-nitrones. Les premi€res comportent un proton sur
I’atome de carbone Crit. de la fonction nitrone, contrairement aux secondes (Figure2). Les
cétonitrones sont réputées d’étre moins stables et moins faciles d’acces.

Les nitrones acycliques existent sous la forme d’isomeéres (£) et (£) qui peuvent
s’interconvertir. Les cétonitrones peuvent présenter les deux types de géométrie [3].Les
aldonitrones acycliques non stabilisées par conjugaison existent uniquement sous la forme
(Z) [4] et lorsqu’elles sont cycliques elles ne peuvent évidemment présenter que la
géométrie(E) (Figure 2)

R.®.S R.®.O @® O
N~ N N
Iy A [
R "R (=13
Aldonitrones 2 Cetonitrones £ ou 2 Nitrones cydiques £

Figure 2 : Types de nitrones existantes
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I.3. Synthese des Nitrones :

Les nitrones, ou oxydes d’imines, peuvent étre préparées selon différentes méthodes [35]
(figure 3). Elles peuvent étre préparées par oxydation d’imines (a-/, figure 3), de N-
hydroxylamines (a-2, figure 3) ou d’amines (a-3, figure a 3) en présence de peroxyde
d’hydrogéne avec un catalyseur (tungstate de sodium, dioxyde de selenium), en présence
d’oxyde de mercure ou de dioxyde de manganese.

A partir d’amines et de N-hydroxylamines secondaires non symétriques (R3 # R1-CH2-
R2), ces oxydations peuvent conduire & deux régioisoméres et perdent ainsi leur intérét.
Dans ces cas, la condensation d’aldéhydes avec des N-alkyl hydroxylamines en présence
d’un agent desséchant est préférable (b, figure 3) [6]. Enfin, la N-alkylation
intramoléculaire d’oximes (¢, Schéma3).

_R?
R-] + ji
R TR?
HO. .R3
R1” "R?
R3-X
a-3 .
H. .R? HO..
R!” TR? =0 =¥

Figure 3 : Approches possibles pour la préparation de Nitrones

I.4. Domaine d’application des nitrones :

Les nitrones ont trouvé de nombreuses applications en synthése organique, a savoir
comme intermédiaires dans les réactions de cycloaddition. elles sont utilisées d’une part,
dans le spin- trapping et d’autre part, en tant qu’agent a propriété thérapeutique[7].

Les nitrones sont aussi utilisées dans 1’identification des radicaux libres dans le
domaine biomédical, comme inhibiteurs pour la croissance des bactéries[8].

I.4.1.Utilisation dans la technique de (PIEGEAGE DE SPIN) :

A Theure actuelle, les nitrones sont une classe de molécules diamagnétiques tres
Couramment utilisée dans la technique de spin trapping. On distingue deux familles de
nitrones qui sont les plus couramment employées : les nitrones linéaires de type PBN et les
nitrones cycliques de type DMPO. Un exemple de piégeage d’un radical (R") par la PBN est
représenté sur la (figure 4) [9].
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Figure 4 : Principe de la technique de piégeage de spin par la PBN.

La nitrone réagit avec le radical libre par I'intermédiaire du carbone situ¢ en
position o de I’atome d’azote, ce qui conduit & la formation d’un adduit de spin de type
nitroxyde.

Parmi ces nitrones, la 5,5 diméthylpyrroline-N-oxyde (DMPO), I’a-phényl-N-
tertbutylnitrone (PBN) ainsi que la 0-4-pyridyl-1-oxide-N-tert-butylnitrone (POBN) se sont
révélées, durant de longues années, particuliérement bien adaptées & 1’étude du piégeage de
nombreux radicaux libres.

CHg
H30——'—CH3
N\
. | e ~tBu
H3C N+ \ITI+
HC | | | o
o)
)
DMP o PBN
POBN

Figure 5 : Structure chimique des nitrones synthétisé

I.4.2. Utilisation d’antioxydants de type nitrone a propriétés thérapeutiques:

I’introduction des piéges a radicaux libres de type nitrones dans le cadre des
expériences biologiques ont également été utilisées en tant qu’agents a propriétés
thérapeutiques et ce, vu I’effet protecteur sur des cellules ou des organismes exposés a un

stress oxydant.

Le stress oxydant, qui conduit & une perte cellulaire excessive néfaste pour
I’organisme comme le cas des syndromes liés a I’ischémie-reperfusion (myocardique[10],
cérébrale[11],intestinale[12]rénale[13]....) et d’immunodéficience et également de
plusieurs maladies neurodégénératives[14] (la maladie d’Alzheimer ou la maladie de
Parkinson), 1ésions causées a I’ADN[15],les pathologies liées a 1’4ge, tel que le cancer[16],
processus inflammatoires[17],vieillissement cellulaire[18]arthrite rhumatismale[19].etc.....
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Les cyclodextrines sont de séduisantes macromolécules naturelles, composées
uniquement d’atomes de carbone, d’oxygéne et d’hydrogene, qui attirent les chercheurs
de diverses disciplines (en biologie, en physique, en synthése chimique, en chimie
supramoléculaire, etc). Ces oligosaccharides cycliques ont aidé a développer la voie de la
chimie supramoléculaire qui se situe a l'interface de la synthése organique, de la
physico-chimie et de la chimie-biologie, et qui a complétement explosé durant les deux
derniéres décennies [20].

II.1. Généralités sur la chimie supramoléculaire :

Le principal intérét de la chimie supramoléculaire réside dans la formation de
complexes d’inclusion de type « hote-invit¢é » dans lesquels, un invité s’inclut
partiellement ou totalement dans la molécule hdte, qui contient une cavité permettant
cette inclusion. L’inclusion de la molécule invitée dans le composé hote est liée d’une
part, & une certaine reconnaissance moléculaire entre les deux partenaires et, d’autre part,
a la création de liaisons faibles permettant la stabilité de I’association. Aucune liaison
covalente n’est formée ou détruite lors de la formation d’un complexe d’inclusion. La
stabilité d’un complexe d’inclusion est déterminée par sa constante de formation ou de
stabilité selon I’équation suivante [21]:

X Hote + ylInvité ——— Complexe

[H) m (Hxly]
_ A1)
[HFIP

I1.2. Présentation générale des cyclodextrines :

La cyclodextrine (CD) a été découverte par Villiers en 1891 [22], qui a isolé une
substance cristalline & partir de la dégradation de ’amidon et déterminé sa composition
(C¢H1¢0s), 3H,0. Villiers a nommé ce produit "cellulosine", puisqu’il ressemble a la
cellulose par sa résistance a I'hydrolyse acide et ses propriétés non réductrices. Il

distingue deux formes cristallines qui seront identifiées plus tard comme étant les formes
a et f-CD.

En 1904, Schardinger a isolé la bactérie responsable de la production de dextrines
[23]. 1l distingue deux produits différents, la dextrine o et la dextrine B, a 'aide d’une
solution d’iode.

En 1930, Freudenberg et coll. [24] démontrent que les dextrines sont constituées d’un
enchainement d’unités D-glucopyranoses liées par des liaisons glucosidiques a 1-4 et
quelles sont cycliques. En 1949, French [25] s’intéresse a la production de a, B, et y-
cyclodextrine et & leur caractérisation physico-chimique. Dans les années 50, Cramer
[26] a étudié les propriétés de complexes d’inclusion formés par les cyclodextrines.
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I1.3. Nomenclatures des cyclodextrines :

De nombreuses nomenclatures (appellations IUPAC) différentes sont utilisées
pour désigner les cyclodextrines [27,28], qui sont résumées dans le tableau suivant:

Tableau (1) : Nomenclature des cyclodextrines

Nomenclature Alpha- Béta- Gama-
Cyclodextrine cyclodextrine Cyclodextrine
Scientifique cyclohexaamylose cycloheptaamylose Cyclooctaamylose
Schardinger o dextrine | Schardinger B dextrine | Schardinger y dextrine
Synonyme Cyclomaltohexose cyclomaltoheptawose Cyclomaltooctose
Cyclohexaglocane cycloheptaglocane Cyclooctaglocane
a-CD B-CD v-CD
Abréviation ACD BCD GCD
CsA C/A CsA

I1.4. Structure et propriétés des cyclodextrines :

11.4.1. Structure

Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques de forme torique contenant six
a douze unités de glucose. Chaque unité de D-glucose en conformation chaise est liée par

son carbone monomérique a I’autre unité par des liaisons glucosidiques a 1-4. Les CDs
sont obtenus industriellement par dégradation enzymatique de I’amylose (forme linéaire
de I’amidon) a I’aide d’une enzyme, la cyclodextrine glucosyltransférase (CGT ase).

Les plus utilisées sont 1 a, la B et la y-CD qui sont constituées respectivement de 6, 7,
et 8 unités de D- glucopyranosyl [29] (Figure 6). Il existe aussi des cyclodextrines plus
grandes (appelées géantes) qui peuvent contenir jusqu’a 14 unités glucopyranosiques

[30].

Figure 6 : Les structures des cyclodextrines.
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Grace aux structures tridimensionnelles obtenues par diffraction des rayons X,
la forme tronconique (Figure 7) des cyclodextrines a pu étre déterminée, ainsi que le
réseau de liaisons hydrogénes interglucosidiques des hydroxyles primaires et des
hydroxyles secondaires.

4

of o, of o

Figure 7: Structure simplifiée montrant la forme tronconique.

Les cyclodextrines ont une structure en tronc de cone, délimitant une cavité en leur
centre. Cette cavité présente un environnement carboné apolaire donc hydrophobe avec
un squelette carboné et oxygéne en liaison éther, tandis que I’extérieur du tore présente
de nombreux groupements hydroxyles qui rendent la molécule plus soluble dans I’eau
(figure8).

Les groupes hydroxyles primaires (OH-6) de chaque unité de glucose sont localisés
dans la face primaire (petite ouverture) de la cyclodextrine et sa face secondaire (grande
ouverture) est tapissée par les deux groupes hydroxyles secondaires (OH-2, OH-3).

La structure des cyclodextrines est stable grace aux liaisons hydrogénes établies entre
les hydroxyles secondaires (C-2-OH, C-3-OH) des unités glucosidiques adjacentes.

Partie secondaire

Cavité hydrophobe r Extérieur hydrophile

Partie primaire

Figure 8: Structure tridimensionnelle de la cyclodextrine

Le caractére des CDs, a la fois hydrophile a I’extérieur et hydrophobe a I’intérieur,
leur permet d’inclure dans leur cavité plusieurs types de molécules hydrophobes pour
former des complexes d’inclusion solubles dans I’eau [29].

8
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I1.4.2. Propriétés physico-chimiques :

Comme nous ’avons déja mentionné, les cyclodextrines les plus utilisées dans le
domaine industriel sont I’ o-, la B- et la y-CD. Ce sont des produits cristallins,
homogeénes et non hygroscopiques, leurs caractéristiques physico-chimiques les plus
importantes sont décrites dans le (tableau 2) [31].

Tableau 2 : Caractéristiques physico-chimiques de a -, B - et y-cyclodextrines.

Propriétés a-cyclodextrine | pB-cyclodextrine | y —cyclodextrine
Formule brute CasHaOs CootliaPss C 1t 040
Masse Molaire (g / mole) 972 1135 1297
Solubilité dans I’eau (g/1) 145 18,5 332
1oL ) N DK°

Solubilité dans I’eau a 25°C 0.1211 0.0163 0.168
(g/mol)
Solubilité dans 1’eau a 25°C

3.2
(2/100mL) 14,5 1,85 23.2
Nﬂombre moyen de molécule 6-8 12 13
d’eau
Température de fusion (°C) 275 280 275
diamétre intérieur (A) 4,9+0,3 6.,2+0,3 7,9+0,3
diametre extérieur (A) 12,5+0,4 13,8+0.4 15,5+£0,4
diametre d,e lg cav1,te(A) 4353 6.0-6.5 7.5-83
(grande coté-petite coté)
Hauteur du tore(A) 7,9+ 0,1 7,9+0,1 7,9+0,1
Vol}lr}le approximative de la 174 262 427
cavité(A?)
Hauteur du cone (pm) 790 + 10 790 + 10 790 + 10

Les cyclodextrines sont solubles dans I’eau et leur solubilit¢é augmente avec la
température. La B-CD est la moins soluble des cyclodextrines natives, a cause de
|’orientation et ’intensité des liaisons hydrogénes établies entre les groupes hydroxyles
(C2-OH) et (C3-OH) des entités glucoses adjacentes car ces groupes interagissent moins
avec I’eau [32].

Pour I’ a-CD, les liaisons hydrogéne sont incomplétes, car I'une de ces unités de
glucopyranose est distordue, par conséquent il n’y a que 4 liaisons hydrogénes formées
au lieu de 6.

La y-CD est non coplanaire, a une structure plus flexible et se caractérise par un faible
degré d’interaction entre les hydroxyles, sa solubilité¢ dans 1’eau est donc plus grande que
celle de I’ 0-CD et la B-CD [33].

En ce qui concerne les solvants organiques, I’ a- et la f-CD sont insolubles dans le
méthanol, 1’éthanol, I’isopropanol, I’acétone, le chloroforme et le tetrahydrofurane. En
revanche le diméthylformamide est un bon solvant pour I’ a-CD et la 3-CD.

Un autre caractere important des cyclodextrines est la chiralit¢ due a leurs unités
D(+)- glucopyranose. Chaque unité de glucose contient 5 centres chiraux. La
combinaison entre le pouvoir complexant des CDs et ces centres chiraux fournit
I”énantiosélectivité.
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I1.5. Toxicité des cyclodextrine :

En général les cyclodextrines sont considérées comme relativement peu toxiques par
administration par voie orale. Ces molécules ne diffusent quasiment pas au travers des
membranes biologiques et ne sont pas absorbées lors du transit intestinal (DL50 oral du
rat = 18800 mg/kg pour la f-cyclodextrine).

Plusieurs études ont montré que les CD ne présentent aucun effet toxique ou inhibitif sur
la population bactérienne du sol [34]

Certaines CD sont utilisées dans des formulations médicamenteuses et sont ingérées par
voie orale [35]. Nous pouvons alors les considérer comme des agents de formulation
plutdt que comme des réactifs chimiques ordinaires (contrairement aux agents de
complexation ou de solubilisation tels que les solvants organiques ou les détergents)

[36].
I1.6. Applications des cyclodextrines :

Les principales applications des cyclodextrines concernent les secteurs de la
pharmacie (vectorisation de principes actifs...) de la cosmétique, de 1’agro-alimentaire
(protection d’ardbme contre 1’oxydation...) de I’agriculture (encapsulation
d’insecticides...) et de ’analyse chimique (méthode de séparations, chromatographie,
etc. ). Toutes ces applications sont dues au fait que la CD peut former des complexes
d’inclusion avec de nombreux composés organiques [37,38,39,40].

I1.6.1. Domaine d’industrie :

Dans I’industrie, les domaines d’application des CDs sont par conséquent tres
nombreux et recouvrent notamment les secteurs de la pharmacie, de la cosmétique, de
’alimentaire, de 1’agriculture et du textile [41].

I1.6.1.1. Domaine pharmaceutique:

Les principales CDs utilisées a I’heure actuelle par I’industrie pharmaceutique
sont des B -CD normales ou modifiées. On trouve quelques exemples avec I’ a -CD et la
y -CD. La plupart des médicaments & base de CDs sont administrés par voie orale
(tablettes, dragées, sirops,...).

Cependant, on remarque que toutes les spécialités administrées par voie nasale ou
oculaire utilisent des CDs modifiées (Me-B-CD, HP-f-CD). Ces systemes d’absorption
font appel a des mécanismes de passage transmembranaire. Ces mécanismes sont sans
doute facilités par le caractére amphiphile que conférent les groupements alkyles greffés
sur les CDs employées.

Beaucoup de ces médicaments sont utilisés comme anti-inflammatoires (Piroxicam),
mais on trouve d’autres applications. Le marché des CDs est un marché mondial : les
entreprises pharmaceutiques qui commercialisent ces produits sont européennes (Servier,
Novartis, Fabre (France), Betafarm (Allemagne), Pfizer (Suede),...), américaines (CTD,
NCI....), japonaises (Takeda, Ono,...) et sud-américaines (Aché (Brésil), Gador
(Argentine)) [42.43].

I1.6.1.2. Domaine cosmétique:

De nombreuses applications industrielles existent avec les cyclodextrines. Les
cyclodextrines sont encore employées dans les industries cosmétique et parfumeries.
Elles sont utilisées pour diminuer la volatilité des parfums et les relarguer instantanément
en se reposant sur le phénoméne de relargage contrdlé. Les principaux avantages des
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cyclodextrines dans ce secteur sont la stabilisation, le relargage, la protection et la
livraison des aromes [44]. Utilisées aussi pour la Stabilisation de composants d’écran
solaire. L’utilisation de B-CD améliore la stabilité et la solubilité dans 1I’eau de molécules
odorantes ce qui permet leur libération progressive et évite une évaporation trop rapide
de ces composants [45].

I1.6.1.3. Domaine Alimentaire:

Les cyclodextrines peuvent notamment étre utilisées pour 1’encapsulation des ardmes
[46]. Ces composés volatils peuvent étre encapsulés dans le but de limiter leur
dégradation ou les pertes durant les étapes de fabrication et de stockage (protection
contre 1’oxydation, la lumiére, la chaleur). L’utilisation de complexes d’inclusion
cyclodextrines aromes peut aussi permettre d’utiliser les ardmes en quantité moindre

On peut également utiliser des cyclodextrines pour enlever ou masquer des composés
conférant une odeur ou un golt désagréable mais aussi pour enlever le cholestérol de
produits d’origine animale comme les ceufs et les produits laitiers. Ainsi, les
caractéristiques nutritionnelles de nombreux produits laitiers comme le lait, la
mayonnaise ou la créme, ont pu €tre améliorées via I’utilisation des propriétés
complexantes de la B -CD [47].

Par ailleurs, la production du beurre pauvre en cholestérol présent sur le marché belge
sous le nom Balade, implique I’utilisation de 3 -CD dans le procédé de fabrication[48].

11.6.1.4. Domaine Textile :

Le finissage de textile est un autre secteur dans lequel les cyclodextrine attirent de
plus en plus D'attention. Wacker-Chemie a greffé un dérivé de CD substitué¢ par
monochlorotriazinyl (MCT) sur les textiles. Les cyclodextrines greffé sur les textiles ont
pour but d’éliminer ou de masquer les odeurs indésirables tel que la fumée de cigarette et
la sueur. Beaucoup de chercheurs pratiquent aussi le test de 1’odorat en utilisant des
molécules odorantes comme par exemple le camphre, le menthol, ’acétate de benzyle,
etc. Le textile greffé ou non par la cyclodextrine est imbibé par une solution odorante et
on suit I’intensité du parfum au cours du temps. Les fibres traitées retiennent plus la
molécule du fait de son inclusion dans la cavité de la cyclodextrine.

Les cyclodextrine sont également utilisées pour renforcer la prise des colorants par le
tissu et par suite de réduire la quantité de colorant perdue lors de lavage [49].

Buschmann et coll [50] suggerent [’utilisation de textiles greffés par des cyclodextrines
dans le milieu hospitalier. Grace a un t-shirt greffé par la cyclodextrine et porté par un
patient pendant 24 heures, on peut détecter les matiéres organiques dégagées par la
personne en analysant le t-shirt par chromatographie en phase gazeuse. Cela peut
remplacer une analyse urinaire (figure 5).
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Figure 9: T-shirt greffé par la cyclodextrine (a) et non greffé (b) porté pendant 24 h puis
analysé par chromatographie gazeuse [51]

I1.6.2. Domaine d’industries chimiques et biotechnologiques :

Enfin, les applications des CDs dans les industries chimiques et
biotechnologiques sont également en expansion [52,53].

I1.6.2.1. Utilisation en chimie analytique et organique :

En chimie analytique, les CDs ont un potentiel considérable pour la séparation
d’énantioméres et de molécules de masses molaires différentes (chromatographie sur
couche mince, HPLC, électrophorese capillaire...) [54,55].

D’autre part, une propriété remarquable des cyclodextrines est qu'en
complexant certaines molécules photosensibles, cela augmente leur capacité de réponse a
l'excitation (fluorimétrie notamment).

Les CDs sont aussi des catalyseurs chimiques efficaces [56] ; elles sont

utilisées dans la conception d’enzymes artificielles [57,58]. Leur utilisation améliore le
rendement dans les réactions catalytiques vu leur faculté & mimer les enzymes.
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Un complexe d’inclusion est une espece chimique constituée par I’association
de deux Ou plusieurs molécules. La molécule hote est capable d’inclure la molécule
invitée dans sa cavité, ce qui résulte en une encapsulation stable sans formation de

liaison covalente [59].

Figure 10: Schéma de I’inclusion d’une molécule dans la cavité hydrophobe de cyclodextrine

II1.1.Formation de complexes d’inclusion :

Le principe général d’inclusion d’un invité dans la cavité moléculaire de la
cyclodextrine est basé sur le gain énergétique réalisé par le systéme hote-invité lors du
processus. En effet, en solution aqueuse, la cavité légérement apolaire de la
cyclodextrine est occupée par des molécules d’eau qui engendre des interactions
énergétiques défavorables de type polaire/apolaire [60,61]. Ainsi, ces molécules d’eau
peuvent étre substituées par une molécule invitée moins polaire que les molécules

d’eau.

II1.1.1. Mécanisme d’inclusion :

Compte tenu du rdle essentiel joué par I’eau, le mécanisme d’inclusion peut €tre
divisé en plusieurs étapes [62]:

rapprochement entre 1’hote et I’invité,

déstructuration du solvant au sein de la cavité impliquant [’expulsion de
plusieurs molécules d’eau,

déstructuration de I’eau autour de I’invité et transfert de plusieurs molécules
d’eau vers le reste de la solution,

interaction entre les substituants de I’invité et les groupements fonctionnels
de la CD en bordure ou a I’intérieur de la cavité (interactions de van der
Waals),

formation possible de liaisons hydrogeéne entre I’invité et la CD,
restructuration de I’eau autour des parties de 1’invité exposées au solvant
apres son inclusion.

Ce processus est trés rapide, mais la vitesse de formation du complexe (de
méme que sa stabilité) dépend néanmoins de la géométrie des molécules impliquées
[63]. Les étapes (a), (d) et (e) peuvent en effet étre retardés par des génes stériques.
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Cependant, il est important de préciser qu’aucune liaison covalente n’est établie entre

I’hote et ’invité.
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Figure 11 : Représentation de la formation de complexe d’inclusion [64]

I11.1.2. « Forces conductrices » de la complexation :

Le phénomeéne de complexation est la résultante de nombreuses interactions
mettant en jeu la molécule hote, la molécule invitée et le solvant et conduisant a I”€état
thermodynamique le plus stable. La nature et I'importance relative des différents
phénomenes responsables de la formation d’un complexe CD-soluté sont encore mal
connues et font toujours I’objet d’une controverse. Les « forces directrices »
(traduction de I’expression couramment et improprement employée «driving forces »)
les plus discutées sont les suivantes [65]:

e Interactions électrostatiques (ion-ion, ion-dipdle, dipdle-dipdle),

o Interactions de van der Waals (dipdle-dipdle induit, dipdle induit-dipdle
induit),

e Interactions hydrophobes,

e Liaisons hydrogénes (qui sont en fait de nature électrostatique),

e Soulagement des contraintes de conformation de la CD (tension),

e Exclusion des molécules d’eau initialement présentes dans la cavité,

e Interactions de transfert de charges (type d’interaction de van der Waals).

L’importance de la contribution de chacune de ces forces dépend de la nature de
I’invité. Notons qu’il existe une ambiguité attachée au terme d’interactions de van der
Waals et les auteurs qui I’emploient ne désignent pas toujours les mémes
phénoménes. Dans le domaine des CDs, les chercheurs désignent généralement par ce
terme soit la combinaison des forces d’induction (forces de Debye) et des forces de
dispersion (forces de London), soit les forces de dispersion uniquement [66]
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I11.2. Différents types de complexes :

Selon la taille des molécules invitées et des cyclodextrines, des complexes de
steechiométries diverses peuvent étre formés (figure 12). La stcechiométrie la plus
fréquemment rencontrée est de type 1:1 mais d’autres associations peuvent exister avec
des stoechiométries plus élevées telles que 2:1 ou 3:1. La steechiométrie 1: 2, 1:3, ...
sera obtenu si la molécule & inclure est de grande taille et que plusieurs cyclodextrines
peuvent interagir ave la molécule invitée. Au contraire, une steechiométrie 2 : 1 sera
observée si la cavité de la cyclodextrine est suffisamment large pour inclure plusieurs
molécules de principe actif. [67]

1:1 Complex

< ™ i = Y ! p S

/ ! / \ V| ) AR PN Vs )
~ i e - i \ N i

1 1

11E I
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P / o T~ = —

T / \  / / X { \

l NE® 2

: \ / \ A \
A Y N

1:1:1 Complex 2:2 Complex

N1

Figurel2: Diverses structures en solution aqueuse de complexes cyclodextrines-invités

II1.3. Caractérisation des complexes d’inclusion :

La formation d’un complexe d’inclusion entre une B-CD et une molécule
invitée peut étre vérifiée a 1’aide de différentes méthodes d’analyse. On trouve dans la
littérature des caractérisations par fluorimétrie, diffraction de rayons X, spectroscopie
UV-visible, spectroscopie InfraRouge (IR), Résonance Magnétique Nucléaire (RMN),
Analyse Calorimétrique Différentielle (ACD ou DSC), ThermoGravimétrie (TG).

Ces techniques ont des approches qualitatives (il s’agit juste de mettre en
évidence qu’il y a eu inclusion) et/ou quantitatives si elles permettent de déterminer la
constante d’association [29].

Les complexes d’inclusion peuvent parfois étre isolés comme des substances
cristallines stables. De nombreuses techniques d’analyses physico-chimiques, telles
que la spectroscopie UV-visible, la spectroscopie de fluorescence, I’analyse
cristallographique, la spectroscopie RMN, la spectrométrie de masse ou bien encore
des méthodes d’analyses électrochimiques, permettent de mettre en évidence, de
caractériser et de déterminer les constantes d’association de ces complexes [68,69,70
.1 1,72},

Les analyses effectuées afin de mettre en évidence I’existence d’un complexe
d’inclusion en solution, se basent sur les modifications des caractéristiques physico-
chimiques de la substance complexée. En théorie, toute méthode qui permettrait de
mettre en évidence des changements au niveau par exemple, de la solubilité, de la
rétention en chromatographie liquide, de ’absorbance dans 1’UV-visible, de la
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fluorescence ou des déplacements chimiques en résonance magnétique nucléaire, peut
étre employée pour I’étude des complexes [73]
I11.4. Propriétés physico-chimiques :

L’étude des propriétés physico-chimiques d’un complexe d’inclusion consiste
a déterminer la stoechiométrie du complexe formé et 1’évaluation de la constante
d’association qui reflete la force d’interaction entre les deux espéces moléculaires

(molécule invitée-molécule cage) et permet de connaitre la proportion de la molécule
complexée.

II1.4.1. Détermination de la stoechiométrie des complexes : « Méthode de Job »

La méthode des variations continues ou méthode de Job [74,75] est utilisée
pour déterminer la steechiométrie des complexes d’inclusion avec les cyclodextrines.
La formation d’un complexe d’inclusion impliquant une molécule du composé a
inclure (G) et n cyclodextrines (CD) sera décrite par :

nCD+ G < G:CDn

La constante d’association du complexe d’inclusion sera alors décrite par :

G:CDy]
K, =00 I
a = {a]icoy v
Avec : [G : CDn] = concentration en complexe, [G] et [CD] concentrations en G et
CD libre dans le mélange.

En définissant [G]; et [CD]; comme étant les concentrations totales en G et CD dans
I”échantillon, nous pouvons écrire les relations suivantes :

[G] = [G]; — [G:CD,] (1D
[CD] = [CD]; —n[G : CD,] (11D

La méthode de Job impose 2 conditions :
® concentrations initiales des solutions meéres utilisées identiques.
= mélange les deux solutions a volume constant.

Ceci se traduit par :

[G]; + [CD], =M Iv)
___ [6l
' 161 +1cDl, 4

Avec M = la concentration totale du mélange, et r = la proportion molaire de la
molécule invitée (0 <r <1).

Les concentrations en especes libres peuvent alors étre déduites des relations
suivantes:

[G] =rM — [G:CD], VI

[CD]=M(1—-7r)—-[G:CD], (VII)
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La concentration en complexe [G:CDn] est donc une fonction de r et elle passe
par un maximum lorsque la dérivée d [G:CDn]/dr est nulle. La dérivation des
équations (I), (VI) et(VII) par rapport a r conduit aux relations suivantes :

d[G d[cD
[CD]%+n[G]% =0 (VIII)
d;G] iy 0

»
dEiCD] —_M -
r

Ces trois équations peuvent étre combinées en une seule:
[CD] = n[G] (XD)

En utilisant les équations (VI), (VII) et (XI), nous parvenons a une solution
unique et la concentration maximale en complexe est obtenue pour :

1
1+n

Cette relation ne dépend ni de la constante d’association Ka, ni de la valeur de
la concentration M. Pour I’étude des complexes d’inclusion, nous sommes dans le cas
d’un échange rapide par rapport au temps d’observation. Nous pouvons écrire la
relation suivante :

PGovs/ Gl 1= PGye[G :CDyJ+ P/ G (X1D)

Ot Pows, Pr et P, représentent, respectivement, la valeur du paramétre observé

et ses valeurs a 1’état libre et dans le complexe pur. Dans toutes les études suivantes,
nous ne considérerons que des variations de parameétres observés avec les conventions

suivantes :
APobs:})obs_])f
AP.=P,- P,

{ L’équation (XII) devient :
AP(G)C [GCDn] = AP(G)obs[G]t

} AP(G)obs, €tant proportionnel a [G :CDn], il est donc une fonction de r. Le tracé de la
| fonction f(r) = APy obs*[G]t doit alors passer par un maximum pour r = 1/(1 + n) et
permettre de déterminer n. La méme démarche peut étre effectuée pour le composé
[CD] et confirmer ainsi la steechiométrie.

Cette méthode est appliquée en UV, en fluorescence, en RMN, ou le paramétre
P est respectivement 1’absorbance, I’intensité de fluorescence ou la variation de
déplacement chimique. En RMN, la détermination de n se fait par I’enregistrement
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d’une série des spectres 1H en 1D ou il est possible de suivre les variations des
déplacements chimiques des protons de CD ou de la molécule invitée.

Le déplacement chimique des protons doit varier en fonction des concentrations de
CD etde G.

Soient :

0, = le déplacement chimique d’un proton de la molécule invitée (ou de CD) libre.
O = le déplacement chimique de ce méme proton dans le mélange G :CD.

Dsobs 281_50

Ainsi, en rapportant A.ps*[G]o (ou [CD]p) en fonction de r, une courbe en forme de
cloche centrée sur une valeur r,x €st obtenue. Avec :

[G]o = Concentration initiale de la molécule incluse.
[CD]o= Concentration initiale de la cyclodextrine.

Par exemple, si V o :0,5

1
1+n

= 0,5

]/‘:

Donc n=1. Nous pouvons dire qu’il y a formation d’un complexe d’inclusion de type
148.

[I1.4.2. Détermination de la constante d’association : « Méthode de Benesi-
Hildebrand » :

La méthode de Benesis-Hildebrand permet de déterminer la constante
d’association d’un complexe en solution. Historiquement, cette méthode a été
développée par Benesis-Hildebrand pour étudier des complexes par spectrométrie UV
en 1949. La constante d’association est déterminée en observant la différence
d’absorption entre la molécule complexée et la molécule libre [77].

Premiére état :

Une stoechiométrie 1 :1 (une molécule de 3-CD et une molécule invitée)

Figure (13) : Structure préférée du 1:1
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B-CD +Nit ———» [N/C]

La variation d’absorbance du soluté (Nit) en fonction de la concentration du
complexe est :

AA= Ag-An =€l [N/C] coveeeen, (1)

AA: variation d’absorbance

Ay : Absorbance en absence de la 3-CD
A, : Absorbance des nitones libre

g : Coefficient d’absorbance

[N/C] : concentration du complexe

1 : la longueur de la cellule égale & 1 cm

La relation de la constante d’équilibre s’écrit :

N/C
K, = N/l = e )

- [B-CD] [Nit] (IB-CDJo- [N/C]) ([Nit]o-[N/C])

[N/C] : concentration du complexe
[Nit] : concentration de la molécule invitée
[B-CD] : concentration de la 3-CD dans libre

Si on considere que la concentration en nitrone est faible devant la concentration
de cyclodextrine, il possible de négliger le terme [N/C] dans I’équation précédente
ce qui conduit a :

Ko= S 3)

[B-CD]J, [Nit]o- [B-CD]o[N/C]- [Nit]o [N/C]

De I’équation (1) on tire la valeur de [N/C] que I’on reporte dans I’expression (3) :

AA/e

[B-CD], [Nit]o- AA/e ([B-CD]y+Nit] )

19



Etude bibliographique Chapitre 111 : Complexes d’inclusion.

A partir de cette équation en négligeant [Nit]y devant [B-CD] ([Nit]o<<[B-CD] )
On obtient finalement la fonction linéaire suivant :

[B-CD], [Nit], 1 ([B-CD]o
- * (4

AA Kag €

Connue sous le nom de la formule de « Bénis-Hildebrand » [78].

Deuxiéme état : complexe 1:2 (deux molécule B-CD et une molécule invitée)

2B-CD + Nit < N/C

B
>

Figure (14): Structure préférée du 1:2

La relation de la constante d’équilibre s’écrit :

N/C
Ka = IN/Cl = [ o (%)

2 .
B-CDIINIT - (1p.cpy,- NC))? ([Nitlo-NVC)
Si on considére que la concentration en nitrone soit faible devant la concentration
en cyclodextrine, il est possible de négliger quelque terme et on remplace [N/C] on
obtient la relation (6) :

[AA/g]
Ko = (6)

([B-CD],’ [Nit], - AA/e [B-CD],”

On obtient a la fin la relation suivant :

il il 1 1

AA eKa [Nit], [B-CD],’ g [Nit]o

20



Etude bibliographique Chapitre 111 : Complexes d’inclusion.

IT1.5.Effets du complexe :

La complexation d’une molécule peut influencer sur ses propriétés. Tout
d’abord au niveau de sa solubilité, la formation d’un complexe permet de solubiliser
certaines molécules en milieu aqueux. Pour des molécules instables, la complexation
de la molécule invitée permet de la protéger et la stabiliser. Mais, on peut observer
aussi le phénomeéne inverse ou la CD se comporte comme une enzyme et va accélérer

diverses réactions avec la molécule complexée.

Les changements des propriétés de la molécule complexée vont avoir pour
conséquence de modifier le comportement de celle-ci lors des différentes études
analytiques : maximum d’absorption en spectre UV, mobilité en chromatographie,
déplacement chimique en RMN, etc..... Ces différences de comportement permettront
de mettre en évidence ces complexes et de les étudier. L’invité initialement
hydrophobe (libre : sans complexation), devient hydrophile (sous la forme
complexée), donc sa mobilité chromatographique est également modifiée.

Ces changements résultent de la modification de I’environnement de la molécule
incluse. En effet, la molécule invitée passe d’un environnement polaire (eau, DMSO,
DMF...) a un environnement hydrophobe (intérieur de la cavité) [79].
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Chapitre IV : Partie Expérimentale.

IV.1 Appareillages et produits :
IV.1.1 Appareils :

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 spectres Infra Rouge des nitrones et des complexes ont été réalisés a I'aide d’un
appareil de marque PERKIN 550, en pastille de KBr.

Les spectres UV- visible des complexes ont été réalisés a Il'aide d’un
spectrophotometre UV-Visible, JASCO, type V-630 a doubles faisceaux.

Les différentes pesées de précision ont été faites en utilisant une balance analytique de
marque Scaltec, type OSI 9001.

IV.1.2 Produits :
Les produits utilisés dans notre travail et leurs origines sont rassemblés dans le tableau 3

Les nitrones utilisée sont €té synthétisées, et identifiées au laboratoire.

Tableau (3) : produits utilisés ainsi que leur origine et degré de pureté.

Produits Origine Pureté (%)
Ethanol Fluka 95
Diéthyl Ether / 99,5
Chloroforme /1 Spectroscopique
Dichlorométhane Prolabo 99,5
DMSO 1 I
B-caroténe / 98
Tween 40 / /
Acide linoléique / //
DPPH Fluka 99
BHT I 99
BHA 1 99
TCA 1l I
Feck // //
K3Fe(CN) g Il /
B-Cyclodextrine / /
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IV.2. Détermination des constantes de formation des nitrones-CD

On prépare des solutions de f-CD [5 10 2 M dans DMSO] et des nitrones [2 10° M dans
DMSO] (le DMSO a ét¢ employé car dans leau, la turbidit¢ n'a pas permis [étude
spectrophotométrique). 50uL de la solution de nitrone a été pris dans des tubes a essais. A
ceci, huit diverses quantités de la solution de B-CD [0 puL - 800 uL] ont été ajoutées. Ces
solutions ont ét¢ ajusté & 2 ml avec le DMSO. Ces tubes ont ét¢ soumis a une agitation puis
laissé a température ambiante pendant 4-6 heures pour atteindre I’équilibré. Une analyse par
spectrophotométrie est réalisée. Le tableau 4 donne les volumes, la concentration de $-CD
utilisés ainsi que les rapports molaire [3-CD] / [NIT].

Tableau (4): volumes, concentration de B-CD utilisés et rapports molaire [B-CD] / [NIT].

Solution 01102 |03 o4 [05 |06 |07 |08 09 10
Voo (1) 0 |25 |50 | 100 |150 |200 |300 |400 |600 | 800
[BCD] 10°M | 0 | 625 | 1250 | 2500 | 3750 | 5000 | 3500 | 10000 | 15000 | 20000
[BCD]/INIT] |/ | 12,5 |25 |50 |75 |100 | 150 | 200 |300 | 400

IV.3. Préparation de complexes nitrone-fCD

Dans un ballon de 100 ml, on fait introduire un mélange équimolaire 12,5.10" moles
de la nitrone et 12,5.10~ moles de la p-CD dans I'eau distillée. Le complexe est obtenu par
lagitation pendant 36 a 48 heures. Aprés un certain temps onremarque que la nitrone reste en
suspension puis au fur et a mesure que la réaction avance, cette suspension disparait. A la fin
on obtient une précipitation. On filtre le mélange, puis on lave le filtrat avec de I'eau distillé
pous éliminer le reste de la B-CD non complexé, puis on lave encore avec de I'éther froid
pour dégager la nitrone non complexée. Le solide récupéré est séché a 65C° pendant 6h a

12heures puis conservé entre 0 et 4 C°.

Le tableau 5 donnes les masses molaires, les masses utilisées et obtenues des nitrones

utilisées, ainsi que la masse théorique et expérimentale du complexe.

Tableau (5): Quantités de réactifs utilis€s et de complexes obtenues

Les produits P-NO;, P-cl P-Br |P-H P-OH | P-OCH3 | P-OC,H;
Masse molaire (g/mol) 242 213 231 197 213 227 241
Quantité utilisée m (mg) | 90,8 | 802 | 84.87 | 74,83 | 79.86 | 85.04 | 90.5
?fnags)se expérimentale | 4, 30 | 1604 | 4925 |83.97 |34.82 | 188,16 | 2636
Masse théorique (mg) | 516,65 | 518,47 | 548,66 | 523,05 | 516,27 | 518,04 | 517,08
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IV.4.Pouvoir antioxydant des nitrones et leurs complexe

Le pouvoir antioxydant de nos nitrones et de leurs complexes 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 f-caroténe et la méthode de réduction du fer ferrique.

IV.4.1.Méthode de piégeage du radical libre 2, 2- diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) (DPPH radical scavenging ability) :

Le radical libre DPPH est solubilisé dans I’éthanol absolu a une concentration de 4mg
dans 100 ml d’éthanol. Les solutions de nitrones et des complexes dans le DMSO de
concentration de 0,5 umol/L ont ét¢ fraichement préparées. En parallele, des solutions des
antioxydants de synthése : hydroxytoluéne butylé (BHT) et Hydroxyanisole butylé (BHA) ont
été préparées avec la méme concentration que les nitrones.

Dans des tubes secs et stériles, on introduit un volume 0.2ml des solutions a tester et
on complete a 1ml avec de I’éthanol, on ajoute 1 ml de la solution DPPH. Aprés agitation a
I’aide d’un vortex, les tubes sont placés a I’obscurité, a température ambiante (25°C) pendant
30 min. le test est répété 3 fois. La lecture est effectuée par la mesure d’absorbance a 517 nm
a laide d’un spectrophotometre UV-visible, en utilisant des cuves en quartz de 2 ml
L’activité est mesurée par la relation suivante :

%aCtiVité = (AbSCOI'ler]_Absles[ )/Abscon[rol* 100

Soit
AbScontrol : Absorbance a la longueur d’onde de 517nmde la solution éthanol + DPPH.
Abs;es : Absorbance a 517nm de I’échantillon.

1V.4.2.M éthode de blanchissement de f-carotene :

La méthode décrite par Tepe et ces collaborateurs [80] a été employée. Une émulsion f3-
caroténe/acide linoléique a été préparée par solubilisation de 2 mg de f-carotene dans 1 ml de
chloroforme, ensuite 25 pl de I'acide linoléique et 200 mg de tween 40 sont additionnés. Le
chloroforme est complétement évaporé au rota vapeur et 100 ml d’eau sont ajoutés,
I’émulsion résultante est vigoureusement agitée.

Le volume de 200 pl de chaque solution de nitrones ou de complexes synthétisées (a
une concentration de 0,5 pmol/LL dans le DMSO) sont mélangé avec 300ul de DMSO puis
rajouté a 2ml du mélange précédent. Trois répétitions ont été effectuées pour chaque solution.
Les tubes a essai ont ét€¢ incubés en obscurité a la température du laboratoire. Des contrdle 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 lautre sans
antioxydant (contrdle négatif) ou I’échantillon est remplacé par 500ul de DMSO. La cinétique
de décoloration de 1’émulsion en présence et en absence d’antioxydant est suivie a 490 nm a
des intervalles de temps réguliers pendant 48heures. L’activité antioxydante relative des
extraits (AAR) est calculée aprés 48 heures selon 1’équation suivante :
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AAR%= [Abs48h (échantillon)/ Abs48h (BHT)] x100.
Ou:
AAR : activité antioxydante relative ;

Abs 48h (échantillon): absorbance de I’échantillon apres 48 heures ;
Abs 48h (BHT): absorbance du BHT apres 48 heures.

IV.4.3.Méthode de réduction du fer ferrique FRAP (Ferric reducing antioxidant power):

Ce test a ét¢ déterminé suivant la méthode préconisée par Oyaizu [81]. 200ml de des
solutions des nitrones ou des complexes synthétisées a 0,5 pmol/L dans le DMSO sont dilué
dans 800l de DMSO. Ces derni¢res sont mélangé avec 2,5 ml de la solution tampon
phosphate (0,.2M ; pH 6,6) et 2,5 ml de ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)6) a 1%. Les
mélanges sont incubés a 50°C pendant 30 min. apres, 2,5 ml de I'acide trichloracétique (10%)
est additionné. Le tout est centrifugé a 3000 tours pendant 10 min. 2,5 ml du surnageant de
chaque concentration est mélangé avec 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml FeCI3 (0,1%).
L’absorbance est mesurée a 700 nm a ’aide d’un spectrophotométre.

BHT et BHA sont utilisés comme contréle positif dans cette expérience dans les

mémes conditions opératoires.
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Résultats et Discussions Chapitre V : Détermination de la constante d’association

Les complexes d’inclusion étant régi par des forces d’interactions faibles, un équilibre
s’établit entre les formes dissociées et associées. Cet équilibre thermodynamique s’exprime
par une constante d’association Ka. Dans le cas d’une CD et d’une molécule invitée.

Dans notre travail, nous allons étudier les interactions entre la B-cyclodextrine et une
série des nitrones. Ainsi, les constantes de stabilité (Ka) de chaque complexe d'inclusion
seront déterminées en employant la spectroscopie UV-Visible.

V.1. Détermination de la constante d’association :

Les constantes d’association nitrones/B-cyclodextrine seront étudiées par la méthode
de « Benisi-Hildebrand) ». Deux cas de steechiométrie peuvent étre obtenus (figure 15):
- la stoechiométrie 1 :1 (une molécule de B-CD et une molécule de nitrone).
- la steechiométrie 2 :1 (deux molécules de B-CD et une molécule de nitrone).

= ——

(a) (b)

oo - >

Figure (15) : structure préférée des deux steechiométries a)2 :1 etb) 1 :1

Les principales étapes menant a ce calcul sont données dans la partie théorique. Si on
suppose que la complexation est de steechiométriel :1, on applique la loi suivante :

[B-CD]o [Nit]o 1 ([B-CD]o

AA Kas €

le constant d’association du complexe est déterminé a 1’aide du tracé de la fonction
([B-CD][Nit]/AA (Amax nm)=f([B-CD]), La pente 1/ € et ’ordonnée a 1’origine 1/e Ka des
droites obtenues permettent d’atteindre les deux parametres recherchés Kaet € .

Pour tracer ces courbes, on prépare deux solutions de nitrone et B-CD aux
concentrations respectives 2.10” mol/l et 5.10?mol/l. On prend un volume fixe de la premiére
solution qu’on mélange a différents volumes de la solution de B-CD . La solution obtenue est
agité a I’aide d’un Vortex puis on la laisse reposer pendant six heures pour faire une lecture
par UV-Visible. Les spectres obtenus sont représentées dans les figures (16) et (17).

26



Résultats et Discussions Chapitre V : Détermination de la constante d’association

sf ' '
|
Abs
ok
- : I . ~ "
200 300 400 500
Wavelength [nm|
(P-méthoxy) phényle N-phényl nitrone
il
Abs
ok
0 1
200 300 400 500
Wavelength [nm)]
(P-éthoxy) phényle N-phényl nitrone
ik
,};
Abs i
ok
‘\\
0 x I ) B | r
200 300 400 50C
’ Wavelength [nm] )

(P-Chloro) phényle N-phénylnitrone

Figure (16) : Spectres d’absorbance des nitrones avec la B-CD a différentes concentrations.
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Figure (17) : Spectres d’absorbance des nitrones avec la -CD a différentes concentrations.

On remarque que le spectre de nitrone est le méme que celui de la nitrone complexée
avec un coefficient d’absorbance plus faible. La solution de la nitrone présente une
absorbance maximale a une longueur d’onde entre 300 et 400 nm. La diminution de la valeur
d’absorbance de la solution de nitrone témoigne de la diminution de la concentration de la
nitrone. Cela ne peut étre expliqué par I’inclusion de la nitrone dans la cavité¢ de la f-
cyclodextrine dans la solution. Ces résultats mis en évidence que la nitrone est effectivement
complexé par la B-cyclodextrine.

Dans les spectres des figures (16) et (17), nous avons déterminés 1’absorbance a Amax de la
nitrone a différentes concentrations en B-CD. les resultats obtenues sont données dans le

tableau (6). A partir des valeurs obtenues, on trace ([3-CD][Nit]/AA=f([3-CD]) pour obtenir la
courbe de « Benesi-Hidebrand », qui sont reprsentés dans les figures (18) et (19):
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Tableau (6) : Concentration de nitrones et B-cyclodextrine dans les solutions analysées et
leurs absorbance a A, correspondante.

NIT | SOLUTION | V CD (pl) [CD] 1/[CD] [Nit] [B-CD]/[Nit] | Abs (nm) | D Abs |[CD][nit]/D Abs
1 0 0,00E+00 0,000 5,00E-05 0,00E+00 1,364 0 0,00E+00
" 2 25 6,25E-04 | 1600,000 | 5,00E-05 1,25E+01 0,571 0,559 5,59E-08
é 3 100 2,50E-03 | 400,000 | 5,00E-05 5,00E+01 0,94 0,19 6,58E-07
Q 4 150 3,75E-03 | 266,667 | 5,00E-05 7,50E+01 0,814 0,316 5,93E-07
= 5 200 5,00E-03 | 200,000 | 5,00E-05 1,00E+02 0,859 0,271 9,23E-07
6 400 1,00E-02 | 100,000 | 5,00E-05 2,00E+02 0,861 0,269 1,86E-06
1 0 0,00E+00 0,000 5,00E-05 0,00E+00 1,08 0 0,00E+00
2 25 6,25E-04 | 1600,000 | 5,00E-05 1,25E+01 0,917 0,163 1,92E-07
3 50 1,25E-03 | 800,000 | 5,00E-05 2,50E+01 0,765 0,315 1,98E-07
2 4 100 2,50E-03 | 400,000 | 5,00E-05 5,00E+01 0,775 0,305 4,10E-07
8 5 150 3,75E-03 | 266,667 | 5,00E-05 7,50E+01 0,706 0,374 5,01E-07
< 6 300 7,50E-03 | 133,333 | 5,00E-05 1,50E+02 0,847 0,233 1,61E-06
7 400 1,00E-02 | 100,000 | 5,00E-05 2,00E+02 0,842 0,238 2,10E-06
8 600 1,50E-02 66,667 5,00E-05 3,00E+02 0,775 0,305 2,46E-06
9 800 2,00E-02 50,000 5,00E-05 4,00E+02 0,799 0,281 3,56E-06
1 0 0,00E+00 0,000 5,00E-05 0,00E+00 1,429 0 0,00E+00
2 25 6,25E-04 | 1600,000 | 5,00E-05 1,25E+01 1,212 0,217 1,44E-07
_ 3 100 2,50E-03 | 400,000 | 5,00E-05 5,00E+01 1,2078 |0,2212 5,65E-07
z 4 150 3,75E-03 | 266,667 | 5,00E-05 7,50E+01 1,129 0,3 6,25E-07
5 200 5,00E-03 | 200,000 | 5,00E-05 1,00E+02 1,28 0,149 1,68E-06
6 400 1,00E-02 | 100,000 | 5,00E-05 2,00E+02 1,252 0,177 2,82E-06
7 600 1,50E-02 66,667 5,00E-05 3,00E+02 1,213 0,216 3,47E-06
1 0 0,00E+00 0,000 5,00E-05 0,00E+00 1,268 0 0,00E+00
2 25 6,25E-04 | 1600,000 | 5,00E-05 1,25E+01 1,088 0,18 1,74E-07
3 50 1,25E-03 | 800,000 | 5,00E-05 2,50E+01 1,128 0,14 4,46E-07
= 4 100 2,50E-03 | 400,000 | 5,00E-05 5,00E+01 1,052 0,216 5,79E-07
a 5 150 3,75E-03 | 266,667 | 5,00E-05 7,50E+01 1,05 0,218 8,60E-07
6 200 5,00E-03 | 200,000 | 5,00E-05 1,00E+02 1,055 0,213 1,17E-06
7 300 7,50E-03 | 133,333 | 5,00E-05 1,50E+02 1,022 0,246 1,52E-06
8 400 1,00E-02 | 100,000 | 5,00E-05 2,00E+02 1,013 0,255 1,96E-06
1 0 0,00E+00 0,000 5,00E-05 0,00E+00 0,825 0 0,00E+00
2 25 6,25E-04 | 1600,000 | 5,00E-05 1,25E+01 1,091 0,177 1,77E-07
- 3 50 1,25E-03 | 800,000 | 5,00E-05 2,50E+01 1,0891 |0,1789 3,49E-07
g?_ 4 100 2,50E-03 | 400,000 | 5,00E-05 5,00E+01 1,163 0,105 1,19E-06
5 200 5,00E-03 | 200,000 | 5,00E-05 1,00E+02 1,135 0,133 1,88E-06
6 300 7,50E-03 | 133,333 | 5,00E-05 1,50E+02 1,14 0,128 2,93E-06
7 400 1,00E-02 | 100,000 | 5,00E-05 2,00E+02 1,118 0,15 3,33E-06
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Figure (18) : Courbes ([B-CD][Nit]/AA (Anax nm)=f([f-CD]) pour les complexes synthétisées.
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Figure (19) : Courbes ([B-CD][Nit]/AA (Anax nm)=f([B-CD]) pour les complexes synthétisées.

D’apreés les figures (18) et (19), on remarque que les courbes obtenues sont des droites,
donc I’hypothése que les complexes Nit-B-CD sont de stichométries (1G : 1H) est vérifié. Les
€quations de ces courbes sont données dans le tableau (7) avec leurs coefficients de

corrélation.
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Tableau (7) : Equations des courbes ([B-CD][Nit]/AA.= f([B-CD]) des complexes et leurs coefficient
de corrélation.

Complexes Equation Coefficient de corrélation
P-OH Abs = 0,0004c + 6E-08 0,9801
P-Cl Abs =0,0002c + 3E-08 0,9586
P-Br Abs = 0,0002¢ + 1E-07 0,987
P-OCH3 Abs =0,0002¢c + 3E-08 0,9801
P-OC2HS5 Abs =0,0002¢ + 7E-09 0,9776

A partir de ces €quations et équation (I), donné ci-dessus, on déduit la valeur de la
constante de complexation a partir de la pente P et le coefficient d’absorbance & partir de
"ordonnée a I'origine A comme le montre les équations suivant :

A=1/Kog , P=1/
Donc, la valeur de la constante d’associationest : Ko =P/A

Ainsi pour le complexe Nit-B-CD, nous avons obtenue des constantes d’association données
dans le tableau 8.

Tableau (8) : Valeurs de constante des complexes Nit-BCD.

complexe Structure Constante d’association (M)
pCD/P-Cl1 CIC3H;;NO 3333,333
pCD/P-Br BrC3H;INO 2000
BCD/P-OH OHC3H;INO 6666,667
pCD/P-OCH3 OCH;Ci3H;INO 6666,667
BCD/P-OC;Hs OC,HsC;3H;1NO 28571,429

La constante d’association des complexes d’inclusions formées & partir des nitrones et
B-CD sont obtenues avec des valeurs trés proches et grandes, ce qui confirme Ia stabilité des
complexes Nit/B-CD. Cela nous laisse espérer la possibilité de synthétiser et isoler pour les
identifies.
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V.2. Conclusion

Nous avons donc synthétisé des complexes Nit/3-CD qui nous a permis, d’une part, la
mis en évidence I’existence d’un complexe d’inclusion entre la B-cyclodextrine (la molécule
héte) et la molécule de la nitrone (la molécule invitée), avec une constante d’association
élevé. D’autre part, la détermination des constantes de stabilit¢ (k,) mettre en évidence
I'interaction entre la B-cyclodextrine et le nitrone qui semble trés forte.
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Les CDs sont entourés de molécules d’eau d’hydratation et leur cavité apolaire de la CD est
occupée par des molécules d’eau, ce qui est énergétiquement défavorable (interactions polaire —
apolaire). Ces molécules d’eau peuvent étre facilement substituées par une ou plusieurs molécules
“invitées” hydrophobes comme la C,aryl,N- phénylnitrone pour former des complexes d’inclusion
avec la B-cyclodextrine et la C, aryl, N-phénylnitrone de type “hote-invité”.

Il existe une grande famille de complexes moléculaires : les complexes d’inclusion de type
“hote-invité”, & base de molécules de cyclodextrine. Ces complexes peuvent conduire a I’élaboration
d’architectures supramoléculaires tout a fait originales.

Dans notre travail, une part importante sera consacrée aux facteurs physico-chimiques qui
conditionnent la complexation d’une série des nitrones avec la 3- cyclodextrine.

VL.1. Synthése du complexe C, aryl, N-phénylnitrone/B-CD :

La complexation a été effectuée en utilisant la méthode standard , Le complexe a été obtenu
par agitation pendant 36 & 48 heures a 25°C d’une quantité équimolaire de nitrone avec une solution
saturée de B-CD dans I’eau distillée. Lors de la formation du complexe, nous avons remarqué que la
nitrone qui flottait au début de la réaction sur la surface de l'eau disparait dans la solution qui
devient trouble. Aprés un certain temps, on obtient un précipité et la solution devient claire. Ce
dernier a été séparé par filtration.

Un tableau récapitulatif des rendements obtenus du chaque complexe NIT/ B-CD est donné ci-

dessous (tableau 9).
Tableau (9) : Rendements en complexe NIT/B-CD a 25 °C

Complexe P-No2 P-CL P-Br P-OH DFN P-OCH3 | P-OCyHs5
Rdt (%) 10,49 4,58 2,81 4,47 16,05 16,48 6,27

RDT1

= RDT1

X2
v
Qc

Figure 20 : histogramme des rendements de chaque complexe NIT/  -CD
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On remarque, que nous avons obtenu de bons rendements lors du processus de complexation entre la
B-cyclodextrine et les nitrones utilisées. Ces rendements sont globalement satisfaisants et dépendent
de la stabilité des complexes.

VI.2.Caractérisation du complexe nitrone/ f§ -cyclodextrine :

La formation d’un complexe d’inclusion entre la B-CD et une molécule invitée peut €tre
vérifiée a I’aide de différentes techniques d’analyse.

Il existe plusieurs techniques permettant d’étudier ces complexes d’inclusion. Elles
permettent, d’une part de mettre en évidence leur formation et d’autre part, de déterminer leur
stoechiométrie et leur stabilité.

Ces différentes techniques reposent sur les modifications des propriétés physicochimiques ou
optiques de la molécule complexée lies a la modification de sa solubilit¢é ou de son
microenvironnement. Les techniques couramment utilisées sont : la spectroscopie d’absorbance (UV
-visible), la spectroscopie de masse (SM), la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN),
spectroscopie Infrarouge (IR), diffraction de rayons ets.......

Ces techniques ont des approches qualitatives (il s’agit juste de s’assurer qu’il y ait eu
inclusion) et/ou quantitatives si elles permettent de déterminer la constante d’association.

L’objectif dans cette partie nous nous sommes limités la caractérisation de complexes
d’inclusion obtenus par deux techniques :
a) spectroscopie vibrationnelle FT-IR,
b) spectroscopie de masse (SM),

VI.2.1. Spectroscopie Infra —Rouge (FT-IR) :

La technique d’analyse par spectroscopie infrarouge permet d’étudier I’arrangement des
atomes et les distances interatomiques. Ces mesures sont généralement réalisées avec un échantillon
a D’état solide. Les spectres obtenus montrent une superposition des spectres de chacun des
constituants si on étudie leur mélange physique, en revanche les spectres des complexes présentent

généralement un léger déplacement des pics [82].

D’aprés la littérature, la bande OH caractéristique des cyclodextrines est influencée par la
formation du complexe. Aussi les bandes de la partie incluse de la molécule invitée sont
généralement déplacées avec diminution de leur intensité suite a la modification de I’environnement
de ’invité.

Dans la figure (21), on représenté a titre d’exemples les spectres de la B-Cyclodextrine (f3-
CD), la C, N-diphényl nitrone et du complexe Nitrone-f-CD respectivement (les spectres des autres
complexes et nitrones seules sont donnes en Annexe I).
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Les fréquences des principales bandes d’absorption en infrarouge des complexes synthétisées
sont rassemblées dans le tableau 10.

Tableau 10: Fréquences des principales bandes d’absorption en infrarouge pastille de KBr des complexes

synthétisées.

composé Fréquence d’absorption (cm™
N-O C=N C-X C-0 O-H C-H
B-CD / / / 1157.08 | 3375.78 2922.59
P-CL complexe | 1075.12 | 1545.67 C-CL 840.12 1192.76 | 3451.96 /
nitrone 1071.26 | 1543.74 C-CL 841.26 / f /
P-Br complexe | 1069.33 | 1482.99 C- Br. 686.534 1188.9 3444.24 /
nitrone 1068.37 | 1638.23 C-Br. 684.6 / / /
P-NO, | complexe | 1073.19 | 1594.84 | C-NO, 1400.07- / 3418.21 /
1510.95
nitrone 1074.16 | 1595.81 C-NO, 1343.18- / / /
1511.92
P-OH complexe | 1054.87 | 1603.52 C- OH 3448.1 / 34481 2671.89
nitrone 1054.87 | 1602.56 C- OH 3454.85 / 2588
P-H complexe / 1639.2 C-H 2924.52 1157.08 | 3354.57 2924.52
nitrone 1072.23 | 1543.74 C-H 3054.69 / / 3054.69
P-OCH; | complexe | 1030.44 | 1605.45 | C- OCHj3 1261.22 1158.04 | 3408.57 i
nitrone / 1474.31 | C -OCHj; 1281.47 / / /
P-OC,Hs | complexe | 1033.66 | 1603.52 | C- OC,Hs 1256.4 1159.01 3399.89 2926.45
nitrone 1072.23 | 1601.59 | C- OC,Hs 1257.36 / / /

- Les bandes 4 1157.08 cm™, 3375.78cm™ et 2922.59 de la Figure 21(a) sont caractéristiques de la
cyclodextrine (C-O-C). Ces mémes bandes sont observées sur le spectre du complexe d’inclusion 21

(c).

- La bande 4 1157.08 cm ™! dans la Figure 21 (c) caractéristique des groupements Carbonyles (C-O),
confirme la fixation de la diphényle nitrone dans la cavité de la B-cyclodextrine. L’apparition de la
bande & 2924.52cm™ est caractéristique des groupements alcane.

- La bande a 1543.74 cm™' dans les spectres 21 (b) et 21 (c) est caractéristique du groupement C=N
de la nitrone ; Ce qui confirme 1'inclusion de la nitrone dans la cavité de la B-cyclodextrine.

- Labande 4 1072.23 cm™' dans le spectre 21 (b) est caractéristique du groupement N-O de la
nitrone confirme aussi l'inclusion de la nitrone dans la cavité de la B-cyclodextrine.

-En fin, les bandes entre 3300 et 3400 cm™ sont caractéristiques des groupements OH.
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VI.2.2.Spectroscopie de masse (SM):

La spectrométric 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 chargées (ions) en
fonction de leur rapport masse/charge (m/z). Elle est utilisée dans pratiquement tous les domaines de
la chimie appliquée [83].

Les spectres de masses du complexe d’inclusion analysés -CD/Nit P-H sont données dans la
figure (22). (Les spectres de masse des autres complexes et nitrones pures sont données en annexe
I0).
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Figure (22) Spectres de masse en impact électronique de a) B-CD b) complexe p-CD/Nit P-H,
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L’examen des spectres de masse en impact électronique de la figure (22) nous a permis
d’identifier les pics moléculaires caractéristique des complexes f -CD/Nitrone synthétises qui sont
rassembles dans le tableau 11.

Tableau 11: Pics moléculaires principales en impact électronique des complexes synthétisés et des nitrones
pures utilisées donnés par spectroscopie de masse.

compose Masse molaire théorique Masse (M/Z) remarques
B-CD 1135 1135.3776 /
Complexesl Nit P-CL 213 / Absence du :
B -CD 1135 1135.38 1/ pique moléculaire du
complexe 1348 / complexe
B-CD/Nit P-CL 2/pique moléculaire de la
nitrone
Complexes2 NIT P-Br 231 / Absence du :
g -CD 1135 1135.39 1/ pique moléculaire du
complexe 1366 / complexe
B-CD/Nit P-Br 2/pique moléculaire de la
nitrone
Complexes3 NIT P-NO, 242 243.08 Absence du :
B -CD 1135 / 1/ pique moléculaire de
complexe 1376 1377.45 lap-CD
B-CD/Nit P-NO, 2/complexe 1-1
Complexes4 NIT P-OH 213 214.09 /
B -CD 1135 1135.38
complexe 1348 /
B-CD/Nit P-OH
Complexes5 NIT P-H 197 198.09 /
B -CD 1135 1135.38
complexe 1332 /
B-CD/Nit P-H
Complexes6 NIT P-OCHj3; 227 228.10 Complexe 1-1
B -CD 1135 1135.38
complexe 1362 1362.48
B-CD/Nit P-OCH3
Complexes? NIT P-OC,Hs 241 242.12 Complexe 1-1
B -CD 1135 1135.39
complexe 1376 1376.49
B-CD/Nit P-OC,Hs

La présence des piques moléculaires correspondant a la nitrone, la § -CD et/ou le complexe
dans le spectre de masse des complexes analyses confirme bien la formation des complexes.
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Cette méthode est étre intéressante et efficace pour I’identification du complexe puisque par la
donne des masses de la nitrone et de la p —CD permet de déduire la stoechiométrie du complexe
dans certain cas.

Dans certain cas, on remarque 1’absence du pique moléculaire du complexe analysé, ceci ne
signifie pas automatiquement 1’absence de ce dernier, mais il pourrait étre du soit a I’instabilité du
complexe lors de I’analyse ou a la performance du spectromeétre utilisé.

VI1.4.Conclusion

Dans ce chapitre, Nous avons synthétisé les complexe d’inclusion nitrones/B-CD avec de
bon rendement, ces dernier dépendent de la stabilité de complexe. La caractérisation du complexe a
été réalisée par méthode de spectrophotométrie de vibration FT-IR, et par spectroscopie de masse
SM.

L’analyse par FT-IR, nous a permis [’identification des piques moléculaires correspondants aux
nitrones et  -CD dans le spectre du complexe, donc, confirmation de la complexation.

L’analyse pare SM, nous a permis la confirmation de la stcechiométrie obtenu dans le chapitre III.
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Résultats et discussions Chapitre VII : Activité antioxydant des nitrones et de leurs complexes.

VIIL. Activité antioxydant des nitrones libres et complexés :

Selon la définition générique, les antioxydants sont des substances qui, a faible
concentration, sont capables d’inhiber ou de retarder de maniére significative les oxydations
des molécules. Les antioxydants protégent les molécules in vitro mais également au sein de
notre organisme en empéchent le vieillissement prématuré des cellules.

Si I'équilibre entre la formation des radicaux libres et la protection assurée par les
antioxydants est rompu, les radicaux libres peuvent devenir nocif pour 1’organisme, il est alors
question de stress oxydatif [84]

Les nitrones ont trouvé de nombreuses applications en synthése organique, a savoir
comme des substrats de choix pour les réactions de cycloaddition. Elles sont utilisées d’une
autre part, comme de bonnes sondes pour la mise en évidence des radicaux libres en recherche
par RPE et d’autre part, comme des antioxydants en médecine. Ce sont généralement des
antioxydants "chain-breaking".

La mise en évidence du pouvoir antioxydant de nos échantillons est réalisée par trois tests
chimiques, chacun de ces tests correspond a un des trois mécanismes de réaction qui sont :
e Me¢écanisme de réaction HAT « transfert d’atome d’hydrogene » réalisé par la méthode de f3

carotene.

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

e M¢écanisme de réaction HAT et SET a la fois réalisé par la méthode de DPPH « 1,1-
diphenyl-2 picrylhydrazule ».

VII.1. La méthode de piégeage du radical DPPH :
VIL.1.1 Principe

Le principe de cette méthode, tel qu’il est décrit par BLOIS et coll. En 1958 [85], est basé
sur la mesure du piégeage du radical libre DPPH (Diphényl picryl hydrazyl) en solution dans
’éthanol ou le méthanol. Ce dernier possede un électron non appari¢ sur un atome du pont
d’azote Figure (23). Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des
diméres et le DPPH reste dans sa forme monomere relativement stable a température ordinaire.
Cette délocalisation donne également lieu a la couleur violette foncé, caractérisé par une
absorbance en solution d'éthanol centré a environ 517 nm.

L’addition d’un antioxydant qui peut cédée un atome d'hydrogéne ou un électron libre
conduit a la formation de la forme réduite DPPH-H (2) avec une décoloration de la solution.
Cette décoloration est directement proportionnelle a la capacité antioxydante du produit ajouté.
Elle peut étre suivie par spectrophotométrie en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517
nm. Cette méthode fournit donc un moyen pratique de mesurer I’activité antioxydante des
nitrones et de leurs complexes.
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Figure (23) : Réaction de réduction du DPPH en présence d’un antioxydant AH.

Les résultats de I’activité de piégeage duradical libre DPPH par la série des C- Aryl, N-
phényle nitrone sont donnés dans le tableau 12.

Tableau 12 : Absorbance a 517nm des solutions de nitrone
Lors du test de I'activité de piégeage du radical libre DPPH

Nitrones Abs A%
nitrone P-NO, 0,535 4,357
nitrone P-Cl1 0,526 5,946
nitrone P-Br 0,539 3,732
nitrone P-H 0,534 4,625
nitrone P-OH 0,461 17,661
nitrone P-OC,H; 0,531 5,232
nitrone P-OCH; 0,534 4,607
BHA 0,056 89,910
BHT 0,084 84,928
PBN 0,509 9,071

Les résultats montrent que I’activité de piégeage du radical libre DPPH varie d’une
nitrone a une autre selon le substituant porté par I’aryle de la nitrone. La nitrone hydroxylé
présente la meilleure activité (17,66%), ces bons résultats sont dus & son double action de
piégeur.

La premiere action est due a la présence de la fonction nitrone qui réagit avec le radical
libre par I’intermédiaire du carbone situé en position a de Iatome d’azote, ce qui conduit a la
formation d’un adduit de spin de type nitroxyde de I'atome d’hydrogéne qui se trouve a deux
liaisons du groupement nitroxyde est nommé hydrogéne p Figure (24).
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Figure (24): principe de la technique de piégeage de spin par la nitrone

La deuxiéme action est due a 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 (25) :

Ar-OH + DPPH' Ar-O' + DPPH
Ar-OH Ar-O° +H'
Ar-O” + DPPH Ar-O° + DPPH
DPPH + H' DPPH-H

Figure (25) : mécanisme expliquant P'activité antiradicalaire des phénols.

Le classement de cette activité selon la substitution est comme suit : Hydroxy (17,660)
chloro (5,94), éthoxylé (5,23), C, N-diphényle nitrone (4,625), méthoxyle (4,60), nitro (4,35),
‘ Bromo (3,73). Méme si l'activité de ces nitrones est inferieure a celle des antioxydants
| standards (BHT (84,928) et BHA (89,910)). Ces résultats sont trés promoteurs, puisque malgré
| leurs faibles solubilités, ils se rapprochent ou dépassent, dans le cas de la nitrone hydroxyle,
| ’activité de la PBN utilisé comme antioxydant de référence de la méme famille. En plus
d’avoir des effets protecteurs varies sur I’organisme, la PBN posséde un caractére partiellement
amphiphile qui serait a 1’ origine de sa bonne biodisponibilité in vivo. En effet, si par
opposition a la DMPO, la PBN s’est révélée plus efficace en tant qu’agent a propriétés
thérapeutiques, c’est par la grande facilite qu’elle posséde & se solubiliser dans les fluides
biologiques [86].

Ces résultats nous ont permet alors d’espérer avoir une meilleure activité si on améliore
leur solubilité dans les milieux aqueux. Nous avons alors pensé a insérer ces nitrones dans des
molécules cages. Cette technique devrait en principe améliorer leur solubilité sans modifier leur
structure. Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau (13).
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Tableau 13 : Absorbance a 517nm des solutions des complexes lors du test de I'activité de piégeage du

radical libre DPPH

complexes Abs (517nm) A%
complexe P-NO; 0,486 13,196
complexe P-Cl 0,471 15,892
complexe P-Br (@) (@)
complexe P-H 0,339 41,036
Complexe P-OH 0,253 54,857
Complexe P-OC;,Hs 0,511 8,678
Complexe P-OCHj3 0,521 6,911
B-CD 0,546 2,375
PBN 0,509 9,0717

(@) : le complexe de la nitrone bromo n’est pas soluble dans le mélange (il forme un précipité).

La comparaison de [’activité antioxydante des complexes avec celle des nitrones est
présentée dans les histogrammes (figure 26)

60

Nitrone

[ Complexe

|
|

Figure (26) : Comparaison de I'activité antioxydante des complexes avec celle des nitrones

La figure montre I’intérét majeur de la complexation. En effet, ’activité des nitrones est
augmentée d’un facteur de 3 ou méme de dix comme c’est le cas pour la nitrone hydroxylée et
la C, N-diphényle nitrone. Cette augmentation n’est pas due a ’activité de la f-cyclodextrine,
puisque cette derniére ne présente qu’une activité faible de 2,375%. Cette hypothése est
confirmée par la littérature. Il est en effet décrit que la B-cyclodextrine ne présente aucune
activité. L’amélioration de 'activité¢ est due alors a la complexation de ces nitrones dans la
cavit¢ de la B-cyclodextrine. Le complexe obtenu a augmenté donc la solubilité (étant plus
soluble) de ces nitrones dans I’éthanol (ou tout milieu biologique ou aqueux) et par conséquent
le contact avec le radical libre.
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VIL.2. La méthode FRAP (Ferric reducing antioxidant power) :
VIL.2.1. Principe :

C’est une méthode universel, le principe de cette méthode crier par « Oyaizu, 1986 » est
basé sur la réduction du fer ferrique Fe®* présent dans le complexe ferrocyanure de potassium
K3Fe(CN)g en fer ferreux Fe*". La réaction est révélée par le virage de la couleur jaune du fer
ferrique en couleur bleu vert du fer ferreux. Par conséquent, Fe** peut étre évalué en mesurant
I’absorbance a 700nm et en surveillant I'augmentation de I’intensité de la couleur bleu dans le
milieu réactionnel. Une augmentation de I’absorbance du milieu réactionnel a 700 nm
correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des antioxydants testés.

Le pouvoir réducteur des nitrones est trés intéressant puisqu’il atteint le méme ordre que
celui des antioxydants de référence. Cette activité est presque identifiée pour ’ensemble des
nitrones ; elle varie de 1.36 a 1.39. Comme pour I'activité de piégeage du radical DPPH, la
nitrone hydroxyle a la meilleure activité qui atteint 1.43. D’autre part, la DPN a un pouvoir
réducteur plus faible que celui des nitrones synthétisées ; cela est dii a la présence du cycle
aromatique qui stabilise le radicale libre apres le départ de I’électron.

Tableau 14 : Absorbances des nitrones lors du test de I'activité par la méthode FRAP a 700nm

Nitrone Abs
Nitrone NO2 1,366
Nitrone Cl 1,377
Nitrone Br 1,363
Nitrone H 1,376
Nitrone OH 1,436
Nitrone OCHj 1,386
Nitrone OC,Hjs 1,393
PBN 0,761
BHT 1,402
BHA 1,351
contrdle 0,134

Les résultats du test FRAP des complexes préparés sont donnés dans le tableau (15) :
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Tableau 15 : Absorbances des complexes déterminé par la méthode FRAP a 700nm

Complexes Abs
complexe NO2 1,465
complexe C1 1,553
Complexe Br (a)
complexe H 1,292
complexe OH 2,040
complexe OCHj 1,537
complexe OC,H;s 1,737
PBN 0,761
BCD 0,131
controle 0,1343

La figure (27) représente les histogrammes comparatifs de 1’absorbance des nitrones et leurs
complexes lors du test FRAP :

2,5
2
1,5
H Nitrone
1 -
@ Complexe
0,5
0 - I e N
S
N
O

Figure (27) : Histogrammes comparatifs de I’absorbance des nitrones et leurs complexes lors du test
FRAP

Onremarque que les complexes présentent un pouvoir réducteur meilleur que celui des nitrones

libres. Cette activité n’est pas due a la presence de la B-CD puisque cette derniere posséde la
méme absorbonce que le contréle négatif.
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VIL.3. Méthode de la f-caroténe:
VIL.3.1. Principe :

Cette méthode se base sur la décoloration de la B-carotene 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’antioxydant
induit un retard de la cinétique de la décoloration du B-carotene. Cette méthode est sensible,
rapide et simple s’agissant d’une mesure spectrophotométrique dans le visible. La couleur
jaune sielle persiste, indiquent la présence de substances antioxydants .

Cette méthode a été appliquée sur les nitrones et les complexes d’inclusion avec un
suivi de perte de la couleur du p-caroténe pendant 48 heures. Ce suivi est estimé par la mesure
de l'absorbance des échantillons par spectrophotométre UV-vis a une longueur d’onde de
490nm. L’ensemble de ces absorbances est donnée dans la figure (28).

Tableau 16 : Absorbances des solutions des nitrones lors du test de I'activité FRAP a 700nm

Temps (h) 0 1 2 24 48
P-NO2 0,2841 0,2841 0,2043 0,0972 0,0561
P-CI 0,2841 0,2751 0,1535 0,0996 0,0542
P-Br 0,2841 0,2390 0,2134 0,1491 0,0792
P-OH 0,2841 0,2197 0,1561 0,0309 0,0114
P-OC2H5 0,2841 0,2195 0,1346 0,0333 0,0250
P-OCH3 0,2841 0,2146 0,0907 0,0435 0,0431
BHA 0,2841 0,2917 0,2781 0,252 0,2106
B-CD 0,2841 0,1843 0,116 0,0655 0,0241
PBN 0,2841 0,2343 0,1908 0,0595 0,0412
blanc 0,2841 0,2207 0,1369 0,0262 0,0151
Tableau 17 : Absorbances des complexes synthétisés lors du test de I’activité par la méthode FRAP a
700nm
Temps (h) 0 1 2 24 48
P-H 0,2841 0,1988 0,1265 0,0596 0,0329
P-OH 0,2841 0,1236 0,1015 0,0875 0,0899
P-OC2H5 0,2841 0,2383 0,1730 0,1341 0,1096
P-OCH3 0,2841 0,2279 0,0953 0,0719 0,0617
BHA 0,2841 0,2917 0,2781 0,252 0,2106
B-CD 0,2841 0,1843 0,116 0,0655 0,0241
PBN 0,2841 0,2343 0,1908 0,0595 0,0412
blanc 0,2841 0,2207 0,1369 0,0262 0,0151
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Figure (28) : Cinétique de blanchissement du B-caroténe a 490nm en présence des antioxydants :
nitrones (a) et complexes d’insertions (b) pondant 48 heures.

Le suivi de I'absorbance de (-caroténe en présence de nos nitrones ou de complexes
d’insertion, de contréle positif (standards de référence BHT et BHA) et de contrdle négatif a
donné des courbes qui montrent une diminution appréciable en un temps tres cours.

L’activité des nitrones n’est pas trés importante par rapport & celle de la BHT et BHA.
Méme si les complexes semblent améliorer cette activité, celle-ci reste faible.

Dans le but de connaitre le degré d’activité antioxydante de nos nitrones par rapport a
celle de nos complexes d’insertion, on a calculé I'activité relative. L’ensemble des résultats
obtenu sont représentées dans le tableau 18 et représenté sur la figure (29) :

Tableau 18: Activité relative des nitrones et de leurs complexes d’insertion.

Activité relative (%)
Nitrones Complexes
P-NO2 26,638 ND'
P-Cl 25,735 ND'
P-Br 37,606 ND'
P-H ND' 15,622
P-OH 5,413 42,687
P-OC2HS5 11,871 52,041
P-OCH3 20,465 29,297
B-CD ND 11,443
PBN 19,563 ND'

ND' "Non disponible
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Figure (29): Histogrammes de I'activité relative des nitrones et leurs complexes d’insertions.

Comme pour les méthodes FRAP et DPPH, les complexes présentent une meilleure
activité que celle des nitrones. Cela peut étre expliquée par le fait que ces nitrones sont des bon
donneurs d’électron et non pas de radical H'

VIL.4.Conclusion :

[évaluation de Iactivité antioxydante des nitrones par trois méthodes qui reposent sur
des différents mécanismes, nous a permis de conclure que les nitrones sont de bon donneurs
d’électrons et non pas de radicaux libres H'. D’autre part, les complexes ont permis d’améliorer
cette activité en augmentant leur solubilité dans les différents milieux aqueux utilisés.
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Conclusion général

Conclusion Générale

Le travail présenté dans ce mémoire de thése a principalement été consacré a la
synthése et a I’étude des complexes d’inclusion nitrones/B-Cyclodextrine et leurs activités
Antioxydantes.

Nous avons préparé des complexes a partir d’une série des nitrones et -
cyclodextrine, le rendement obtenu entre 2,81% et 16,48%. Ces derniers dépendent de la
stabilité de complexe.

Les complexes obtenu est analysé par spectroscopie Infrarouge (FT-IR) et
spectrométrie de masse (SM).

L’analyse qualitative et quantitative par SM a permis de relever les constatations
suivantes :

- La mis en évidence I’existence d’un complexe d’inclusion entre la B-cyclodextrine (la
molécule hote) et la molécule de la nitrone (la molécule invitée).

- La stoechiométrique des complexes est sous la forme 1-1.

Notre apport dans cette étude concerne I’utilisation de la spectrométrie IRTF pour
vérifier I’inclusion des nitrones dans la cavité de cyclodextrine.

La détermination de constante d’association (ka) des complexes a obtenu par la
méthode de « Benisi-Hildebrand », Les valeurs de cette derniére sont relativement grandes.
Cela nous a permis de conclure que l'interaction entre la 3-CD et les nitrones peuvent €tre tres
forte.

[’évaluation de ’activité antioxydante des complexes et nitrones par trois méthodes
qui reposent sur des différents mécanismes, a confirmé les propriétés puissantes que
possédent les complexes. Cela nous a permis d’améliorer cette activité en augmentant leur
solubilité dans les différents.
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Figure(1) spectre de masse a) B-CD b) complexe B-CD/Nit P-Br, en impact électronique.
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Figure(3) spectre de masse a) B-CD b) complexe f-CD/Nit P-OH, en impact électronique.
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Figure(5) spectre de masse a) B-CD b) complexe -CD/Nit P-OC,Hs, en impact électronique.




ANNEXE IT

Cone voltage = 30 V
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Figure(6) spectre de masse a) f-CD b) complexe f-CD/Nit P-OCHj3, en impact électronique.




