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Résumé paild) Abstract

Résumé

Dans ce travail nous nous intéressons a la synthése, 1’activité biologique et la séparation chirale

des énantiomeres et des diastéréoisomeres des dérivés de 4-Iminoflavanes.

Nous avons développé une méthode de syntheses simples a partir de la molécule flavanone.
Ces syntheses sont basées sur des réactions de condensation et de réduction en utilisant comme réactifs
des amines primaires et la pyridine. Ceci nous a permis de préparer Vingt-et-un nouveaux derives de
flavanone jamais décrits a ce jour. Tous les produits obtenus sont analysés et caractérises par IR, UV,
RMN!H et RMNC.

La séparation chirale par CLHP de tous les produits synthétisés 2-22 a été accomplie en
mode de phase normal et en phase organique polaire en utilisant six phases stationnaires chirales
dérivées des polysaccharides (Chiralcel®OD-H, Chiralcel®OD, Chiralcel®0J, Chiralpak®AD,
Chiralpak®IA et Chiralpak®IB) et de diverses phases mobiles de n alcane/alcool. Le mécanisme de
discrimination chirale de chaque phase stationnaire en se basant sur la nature et la conformation

chimique du sélecteur chiral.

Finalement, tous les produit obtenues nous a conduits a 1’étude de leurs activités biologiques
(antioxydantes, antibactériennes et antifongiques). Les résultats nous ont permis d’affirmer que la
majorité des produits synthétisés ont un pouvoir inhibiteur vis-a-vis de tous les microorganismes testés.
Les tests antifongiques en utilisant les souches de Fusarium oxysporum f.sp. albedinis sont négatifs.
Trois techniques d’évaluation du pouvoir antioxydant appliquées : piégeage du radical DPPH,
réducteur du fer (FRAP) et le test de p-caroténe. Les produits synthétisés présentent une activité

antioxydante remarquable surtout pour les 4-iminoflavanes.

Mots clés : Flavanone, Séparation chirale, Diastéréoisoméres, CLHP, Activité biologique, Phases
stationnaires, DPPH, FRAP.



Résumé padldl Abostvact

oailal)

sl -4 (S wlinal SUSTLall Laby gl alelill dnlys (ool S ) el M gy

Jlaxzaly ¢yl S s Jo oMLl ods dins DS sgpr e G| ay Jelis 2R b Uygls A3
U Ol a8 e 083 e gl L s Uinis Og g dlg slael s W e 18y codlelineS o pdly adsl il
RMNZBC (RMNH ¢IR UV 2l Lol b Jlexialy bitpddy b d &

sl g slall bl by s es 3 SN adle AL WLegle SO dbuly 222 0gNisis] Slinia IS fab &
Chiralcel®0OD H, susdl Sl wlizie o Lty a8l 3l bl e plisaal gl (spian)
aike bl skl 1 (Chiralpak®lA, Chiralpak®IB Chiralpak®AD Chiralcel®0J, Chiralcel®OD
sy CSTaal) ) johall a9 anbs e e oS Tazad) Lt a7 OF anl, ) casl (JsomST/ OSIT S

il 135S Akd)l Slslas BlSY) Shblas 3 diae 340 OUSe S damglsd) olblad) auls & Y1
plszaly Ol bl Lo el OF V) L olSH S andlly 25l4] Lgadane 5 3l s ol LS s o RO
Al s ckel FUsarium oxysporum f.sp. albedinis vy

B s s FRAP wudi ¢l « DPPH jLos] 3Jul colasi &3 plistaa] ¢ 05 3051 wlslias o) 2l

OpMoginl—4 Sl 2=V jeadl do e Lot 5,6 W OF o gbl wlinall CIET L )87

(iors)sndl Dlazall (LS L) Ll s gileg SN cggudl aSTasl) ccolSTadll fumd 09U 1 ladall SLedST)

FRAP (DPPH (il skl

VI



Résumé paild) Abstract

Abstract

This work was interested in the synthesis, biological activity and chiral separation of

enantiomers and diastereomers of 4-Iminoflavane derivatives.

First we synthesized a new molecules from flavanone by a simple and easy methods. These
syntheses are based on condensation and reduction reactions using as reagents primary amines and
pyridine. This allowed us to prepare twenty-one new Flavanone derivatives, which not described until
today. The structures of these compounds have been proved by spectroscopic methods IR, UV,
RMN!H and RMN®C.

The HPLC enantiomeric separation of all products 2-22 was accomplished in the normal phase
and organic polar mode, using six polysaccharides derived chiral stationary phases (Chiralcel®OD-H,
Chiralcel®OD, Chiralcel®0J, Chiralpak®AD, Chiralpak®IA and Chiralpak®IB) and various n-
alkane/alcohol mobile phases. The enantioseparation of these new prepared shows that the chiral
recognition mechanism of each stationary phase has been suggested, and based on the chemical nature

and conformation of the chiral selector.

Finally, all the synthesis products undergone varied biological activities (antioxidants,
antibacterials and antifungals). For our tests against bacteria, the results were different and mostly
positive for all compounds. The antifungal tests against Fusarium oxysporum f.sp. albedinis were
negative. Used for the antioxidant test, the following three techniques : scavenging of the radical
DPPH, ferric reducing-antioxidant power (FRAP) and the - carotene tested. The results of antioxidant
activity showed that most derivatives have a high inhibitory ability against radicals in particular the 4-

imnoflavans.

Keywords: Flavanones, Chiral separation, HPLC, Diastereomers, Chiral stationary phase, Biological
activities, DPPH, FRAP.
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Jntvoduction Génévale

Récemment on a remarqué des progres rapides dans I'némisynthese, des produits chirale avec
une diversité structurale important. Cette approche est devenue un sujet majeur dans la synthese, ainsi

que la découverte et 1’¢élaboration du principe actif des médicaments.

Le développement d'un énantiomere isolé offre des avantages théoriques et cliniques qui
permettent deux stratégies possibles : un développement initial d’un énantiomére pur ou en une
séparation du racémat [1, 2]. Dans le second cas, la séparation d’énantioméres demeure un probléme
difficile. Cependant, plusieurs méthodes de séparation existent. L’une de ces méthodes est la
chromatographie préparative basée sur 1’adsorption selective d’énantioméres par phase stationnaire

chirale. Cette méthode a donné des résultats trés satisfaisants [3].

Actuellement, parmi les méthodes chromatographiques; celle de la ‘Chromatographie Liquide
a Haute Performance’ (CLHP) représente une technique de choix pour la purification et la
quantification d’énantioméres. Quelque soit son application : directe ou indirecte, cette méthode

(CLHP) se caractérise par sa rapidité, son efficacité et sa sensibilité. [4, 5].

Les composés chiraux biologiquement actifs sont naturels ; simples ou complexes, dont on sait
faire la synthése [6]. lls peuvent étre aussi non naturels, dans ce cas-1a ils doivent étre testé par des
essais biologiques ou par optimisation de l'activité thérapeutique.

Plusieurs réactions ont été décrites dans la littérature, afin d’améliorer [’utilisation de
flavonoides [7-9] dans des formulations pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires; sans altérer
leurs propriétes physico-chimiques et biologiques. Celles-ci permettent aussi la fonctionnalisation des
flavonoides ; plus précisément les flavanones [10], qui exceptionnellement, possedent un centre chiral

a la position C2 avec deux formes stéréoisomeriques [11].

Les flavanones sont des substances tres répandues dans le régne végétal, faisant partie
intégrante de notre nourriture journaliére. Ainsi, elles sont largement considérées comme des agents
responsables de I’accroissement d’espérance de vie chez les individus, dont le régime alimentaire est
riche en fruits et en Iégumes. Elles ont été longuement étudiées pour leur activité antioxydante qui

capte les radicaux libres [11].

Depuis 2010, notre laboratoire (BMCSL) Laboratoire Molécule Bioactive & Separation

Chirale a I’'université de Béchar a développé un axe de recherche consacré principalement a la synthese
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et a la separation chirale des substances bioactives. Dans ces deux contextes, le but de cette étude se

focalise sur la synthése la séparation et I’évaluation biologique de Vingt et un derivés de Flavanone.
Cette ¢tude s’articule autour de cinq chapitres :

Le premier donne une mise au point bibliographique sur la flavanone et la synthése des dérives

de Flavanone, plus particulierement leur réactivite et leur utilisation thérapeutique.

Le deuxieme est consacré aux différentes méthodes de séparation chirale de quelque derivés de

flavanone et leur domaine d’utilisation.

Le troisieme, s’articule autour de la synthese des nouvelles molécules, non décrites dans la
littérature ; obtenues par des réaction de condensations et de réductions en position 4, qui présente un

centre réactif important dans la flavanone.

Le quatriéme est un ‘screening’ sur la séparation de dérivés Iminoflavane par des selecteurs

chiraux différents.

Le dernier chapitre concerne les tests antibactériens des différents produits synthétisés. Ces
testes ont été réalisés sur des souches, dont cingq bactéries et une fongique. Ainsi, Les dérivés de
Flavanone ont été testés aussi en tant qu’antioxydants en utilisant la B-caroténe, le test FRAP et la
méthode de DPPH comme créateur des radicaux.

Cette étude se termine par une conclusion générale suivie par des visions perspectives.
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Chapitre 01 Havanone et Synthese des Dénivés de Havanene

Les fruits et les légumes sont des sources riches en micronutriments tels que les vitamines et
les antioxydants. Parmi ces phytoconstituants, les flavanones sont largement distribuées dans environ
plus de 42 familles de plantes, particulierement dans les Compositae, les Leguminosae et les Rutaceae.
Il 'y a quelques décennies, les flavanones ont été considérées comme une classe mineure des
Flavonoides, comme les chalcones, les dihydrochalcones, les dihydroflavonols et les aurones.
Cependant, durant les 15 derniéres années, le nombre des flavanones connues est devenu si grand qu'ils
apparaissent maintenant parmi les classes flavonoidiques principales comme les flavones, les

isoflavones, les flavanols, les flavonols et les anthocyanidines [12-14].
I.1. Les flavonoides

Vers I’an 2003 plus de 8000 flavonoides ont été identifiées [15] Le terme flavonoide provenant
du latin "flavus”, signifiant "jaune”, désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant
a la famille des polyphénols. Ce groupe comprend comme son nom I’indique des composés jaunes
mais aussi d’autres couleurs ou incolores, leur fonction principale semble étre la coloration des plantes
(thé, raisin, baies, agrumes) [15. 16-22] Ils présentent une classe de métabolites secondaires de plante
[23] et sont couramment consommés quotidiennement sous forme de fruits, légumes, écorces, graines
et boissons [17, 24-27]. lls sont considérés comme des pigments responsables des nuances de jaune,
d'orange, et de rouge dans les plantes fleurissantes, ils sont également des facteurs importants pour la

croissance, le développement, et la défense des plantes [14, 28].

Les flavonoides n’ont pris leur essor dans la pharmacopée occidentale que depuis quelques
années, méme si leur biodisponibilité n’est pas encore completement élucidée. Ils ont été isolés par le
scientifique Chervreul. E en 1814, mais n’ont été réellement découverts, qu’en 1937, par Albert Szent-
Gyorgyi, qui mit en exergue leur influence pour réduire la perméabilité des vaisseaux sanguins. Ce
scientifique hongrois a recu le prix Nobel pour ses recherches sur la vitamine C et les propriétés

biochimiques des flavonoides [29, 30].

Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, dont les plus
importantes sont les flavones, les flavonols et les flavanones Figure 1.1. Ces derniers sont reconnus
pour leurs nombreuses activités biologiques, citons par exemple les activités anti inflammatoires,

anticancéreuses, antivirales et antioxydantes [31].
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Chapitre 01 Havanone et Synthese des Dénivés de Havanene

OH

: 0O Dihydroflavonol

Anthocyanidine
OH
Flavan-3-ol

0
Flavanone

Figure 1. 1. Classes des flavonoides.

Les composés de chaque sous-classe se distinguent entre-eux par le nombre, la position et la
nature des substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles et autres) sur les deux cycles
aromatiques A et B et sur la chaine intermédiaire. A I'état naturel, on trouve trés souvent les flavonoides

sous forme de glycosides sur une ou plusieurs de leurs fonctions hydroxyles [32].

Dans ce travail, nous sommes intéressé aux flavanones (dérivés de 2-phénylchroman-4 one)
Figure 1. 2 qui sont principalement présentées en agrumes tel que 1’orange, le pamplemousse et le
citron [6, 31, 29]; on les appelle les citroflavonoides [33] ou elles sont habituellement identifiées

comme flavanone-7-O-glycosides [20, 34].

‘O*
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Chapitre 01 Havanone et Synthese des Dénivés de Havanene

Figure I. 2. Squelette de base des flavanones

1.2. Flavanone
1.2.1. Chimie et classification des flavanones

Les flavanones (2-phenyl- 2,3 dihydro-benzopyran-4-one), une des douze sous-classes des
flavonoides, sont principalement trouvée dans les agrumes et les lIégumes souvent comme 7-O-
glycosides. Les flavanones présentent un dispositif structural unique, qui les distingue de toutes autres
classes des flavonoides [35-38]. Les flavanones sont caractérisées par 1’absence de la double liaison
entre C-2 et C-3 et par la présence d’un centre de chiralité en C-2 a I’exception des 3-hydroxy-
flavanones ou les dihydroflavonols qui sont caractérisés par deux carbones chirales en positions 2 et

3. Le carbone en position 2 est naturellement de configuration S [17, 28, 39].

Comme tous autres flavonoides, les flavanones peuvent étre classifiées dans plusieurs sous-
groupes selon la substitution (hydroxylation, methoxylation, méthylation, prenylation, benzylation,
glycosylation, etc.) des atomes de carbone appropriés dans le squelette, c.-a-d., C-5, C-6, C-7, et C-8
du cycle A, C2', C-3', C-4', C-5', et C-6" du cycle B, et C2 du cycle C dans les flavanones [12, 40]. Les
dérivés C-alkylés sont relativement courants,surtout les dérivés C-prénylés. Les dérivés C-méthylés
sont freqguemment rencontrés chez les Myrtaceae. Ce type de composé a déja éte isolé des racines de
P. hostmannianum [28]. En 2010 environ 350 flavanones aglycones et 100 flavanones glycosides

ont été découverts dans la nature [12].
1.2.2. Synthése des flavanones

Les dérivés de flavanone représentent des intermédiaires importants dans la synthese de
composes possédant une activité anticancéreuse, anti-inflammatoire, antibactérienne et antiHIV [40,
41]. Une flavanone peut étre préparée par une réaction de condensation de type Claisen-Schmidt
entre la 2-hydroxyacétophenone et les dérivés du benzaldéhyde suivie d’une isomérisation de
I’intermédiaire, la 2-hydroxychalcone [12, 40, 42]. Cette réaction de cyclisation intramoléculaire peut
étre catalysée par des acides ou des bases en milieu homogéne. D’autres voies de synthése qui font

appel a I’électrochimie, la photochimie ou I’isomérisation thermique sont également utilisées [12, 42].

Derniérement, pour ameéliorer la synthese de flavanones, la catalyse hétérogéne a été mis au

point : par exemple, En 2012 Zubaidha et al. décrit l'utilisation de lI'acide méthyl sulfoniqgue comme
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Chapitre 01 Havanone et Synthese des Dénivés de Havanene

un organocatalyseur efficace pour la synthése des flavanones substitués a partir de 2'-hydroxy

chalcones avec de bons rendements et un temps de réaction courte Schéma I. 1 [43].

CH,SO,H

—_—

Acide acétique
Ref lux

Schéma I. 1. Synthése de la flavanone a I’aide de catalyseur acide méthyl sulfonique.

En 2011, B.A. Dar et al. trouve un procédé simple par une réaction monotope pour la synthése
des flavanones, en présence de SO4% /ZrO, comme un catalyseur hétérogéne réutilisable décrit. Les
réactions ont été réalisées avec ou sans solvant a 140°C, avec des temps de réaction de 3-4 heures.
Dans ces conditions, plusieurs exemples ont été decrits avec de tres bons rendements (73-87%) et
jusqu'a 83% de sélectivité. Le catalyseur est facilement recyclé et réutilisé sans perte de son activité
catalytique Schéma 1. 2 [44].

R R
O OH O O O
OH
H | o
. Catalyse
R —F> R TT—— R'
, A
R 0] 0

Intermediale
Schéma I. 2. Synthese de la flavanone a I’aide d’un catalyseur hétérogéne

Vashishtha, M et al. (2015) cite une synthese efficace et sélective de flavanone. L'activité
catalytique des solutions aqueuses d'agents tensioactifs d'ammonium quaternaire de NaOH a été
étudiée d’une maniere efficace et sélective pour la synthese de flavanone par une réaction d'aldolisation
croisée de benzaldéhyde eto-hydroxy-acétophénone (comme réaction modele) dans des conditions
ambiantes (30 ° C) Schéma 1. 3 [45].
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0] OH O
0]
H .
+ Acid/ base catalyst

Cross adol reaction o Cyclization o

Acid/ base catalyst O

>

Schéma 1. 3 : Synthése de la flavanone dans des conditions ambiantes.

1.2.3. Extraction des flavanones

Jusqu’a maintenant, plusieurs techniques conventionnelles d'extraction ont été rapportées pour
les phénols des peaux de citron comme : I'extraction par solvants, I'extraction par I'eau chaude,
I'extraction alcaline, I'extraction par les résines, I'extraction par irradiation, extraction par enzymes, et

I'extraction par les fluides supercritiques [46].

Ces techniques conventionnelles ou plus créatrices peuvent causer la dégradation des composés
visés dus aux hautes températures et le temps prolongeé d'extraction, L’extraction par irradiations peut
poser quelques risques relatifs a la santé dus a l'ignorance des criteres de slreté pendant I'irradiation.

En outre, I'extraction par les enzymes est limitée due aux problémes de la dénaturation d'enzymes.

Avec les prix croissants de I'énergie et la nécessité pour réduire les émissions de COg, les
industries alimentaires sont contestées de trouver de nouvelles technologies afin de réduire la
consommation d'énergie, et satisfaire les exigences légales sur les émissions, ainsi pour la réduction

des cots et I’accroissement de la qualité aussi bien que la fonctionnalité [13, 46].

Cependant, les solvants organiques bénins et non-toxiques de catégorie comestible comme
I'éthanol, n-butanol et I'isopropanol sont recommandés. L’utilisation de ces solvants pour la technique
d’extractions par ultrasons est treés efficace pour I'extraction des polyphénols des peaux d'oranges.
Dailleurs, une nouvelle approche de la chimie verte sans solvant a été développée en utilisant

I’extraction par micro ondes et I’hydrodiffusion [13, 46].

1.2.4. Intérét et utilisation des flavanones

Les études soutiennent I'hypothése que la consommation réguliére des nourritures contenants
les flavonoides peut réduire le risque des maladies mortelles, en particulier les maladies cardio-

vasculaires et quelques types de cancers [47-49]. Les flavanones étant plus répandues dans le regne
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végétal que les chalcones et dihydrochalcones, leurs activités biologiques ont particuliérement été

étudiées avec un intérét particulier pour les dérivés C-alkylés [28].

Leurs influences positives sur la santé des personnes ont sensiblement augmenté sans
interruption. La consommation des agrumes en ces dernieres années attendre une production mondiale
de 82 millions de tonnes en session 2009-2010, parmi laquelle les fruits d’oranges avec environ 50
millions de tonnes. L'utilisation domestique et industrielle de ces grandes quantités d'agrumes,
particulierement pour la production du jus, a comme conséquence lI'accumulation des montants éleves
de sous-produits tels que les résidus de peau, de graine, de cellules et de membrane qui représentent
environ la moitié du poids du fruit. Ces sous-produits peuvent étre employés pour la production de la
mélasse, les pectines, les huiles essentielles, le limonéne et les bétails alimentaires. [13, 46]

En outre, les sous-produits du citron sont une bonne source des composés phénoliques,
particulierement les glycosides caractéristiques des flavanones qui incluent principalement la
naringine, I'hespéridine, le narirutine, et la néohespéridine. Actuellement, leur extraction a partir des
peaux a attiré considérablement I'intérét scientifique, en tant qu'antioxydants normaux principalement

en nourritures pour empécher la rancidité et I'oxydation des lipides [50].

Bien qu'il soit difficile de déterminer la consommation diététique totale de ces composés,
il a été estimé que la prise quotidienne des flavanones s'étend entre 25 a 65 mg sur la base de la

consommation d'une portion du jus d'orange [50]
1.2.5. Relation structure activité cytotoxique des flavanones

De nombreuses études sur les activités cytotoxiques des flavonoides montrent que le pouvoir
de ces molécules varie entre les différentes classes de flavonoides et entre les molécules d’une méme
classe. Plusieurs études de recherche a établir une relation entre la structure chimique de flavonoides
et leurs activités anticancéreuses. Ces études ont été effectuées essentiellement sur des cellules

cancéreuses in vitro [51].

D’autres auteurs, comme Li et al. (2008), ont également montré que 1’élément majeur
concernant la relation entre la structure des flavanones et leur activité cytotoxique était la présence ou
non d’un groupe hydroxyle au niveau C3 c’est ainsi que les molécules possédant cette fonction (C3-
OH) ne présentaient aucune activité vis-a-vis de toutes les lignées cellulaires évaluées. lls ont

également mis en évidence que 1’alnusine, flavonol possédant un groupe hydroxyle en C3 n’était pas

8
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cytotoxique vis-a-vis des différentes lignées cellulaires testées. Ce qui montre que la présence d’un

C3-0OH dans la structure des flavanones, isoflavones ou isoflavanones reduit leur cytotoxicité [51, 52].

1.3. Synthéses des dérivés flavonoidiques décrites dans la littérature

La réactivité de la position C4 carbonyle des flavonoides conduit a la synthése de nouveaux produits
chiraux de dérivés d’iminoflavane. Depuis 1965, Kallay et al, étaient en mesure de choisir des
conditions  réactionnelles  tellesque  l'un  desdeux  produitssimples: le flavanone

hydrazone et I'azine peuvent étre obtenus comme un produit principal Schéma 1. 4 [53].

o L
e

Acid acétique N
lhitaliondvt N

1h A I +H20
"0

Schéma 1. 4. Synthese de Flavanone hydrazone et le bis imino-flavanone [53].

NH, 10 Jour
O + HNT P ——

22°C

La littérature décrit un grand nombre de méthodes conduisant a la formation de flavanone
et leur dérivés. Toutes ces méthodes de condensation jouent sur la réactivité du groupe carbonyle C4
de flavanones, cela est en partie excité par les aspects théoriques pour obtenir plus d'informations sur

le caractére cétonique des dérivées y-pyrone.
1.3.1. Synthése des 4-imino-flavones

Ullah, M et al, 2006 ont effectué la synthése d’une série des 4-imino-flavones, chauffant au
reflux les flavones avec le 2,4-dinitrophénylhydrazine en présence du H2SO4 dans EtOH Schéma I. 5
[54].
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EtOH/H*

>R
2,4-dinitrophénylhydrazine

Schéma 1. 5. Syntheése des 4-imino-flavones.

1.3.2. Synthese de divers 2-substitué-4- (2-pyridyl) benzopyran

En 2009 Tripathi A.K et al ont contribué a la synthése de quelques dérivés de 2-substituté-4-
(2-pyridyl) benzopyran par condensation réductrice du 2-substitué-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran avec
la pyridine, en milieu MeOH et en présence d'une quantité catalytique de HgCl> et de poudre

d'aluminium [55]. La structure de ces molécules est trés semblable a celle des dérivés flavonoidiques

Schéma I. 6.
H4CO o
H3CO o._R; Rz
WRZ . @ HgCl,-Al o Rs OH + H20
R3 N MeOH,D,Zh' 2N
o] S I

Schéma 1. 6. Synthése de 2-substituted-4-(2-pyridyl) benzopyran [55].

1.3.3. Synthese de I’hespéretine-4-one-(benzoyle) hydrazone

En 2009 Li et al, ont synthétisé et caractérisé une Imino-flavane, c’est 1’hespéretine-4-one-
(benzoyle) hydrazone et leurs complexes de cuivre, de zinc et de lanthanide Schéma 1. 7. Tous ces
composées ont été préparé a partir de chauffée a reflux I’hespéretine en présence de 1’acide acétique

avec le benzoyle hydrazine. [56, 57]
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Schéma I. 7. Synthése de 1’hespéretine-4-one-(benzoyle) hydrazone.

1.3.4. Synthese des dérivés des hesperidines et hesperitines
En 2011, Belboukhari, N et al ont synthétisé et identifié une série de huit nouveaux dérivés
imino-hespéridine par réaction de condensation non catalytique entre 1’hespéridine et des amines

primaires Schéma 1. 9 [9, 58].

on OH
O\
O\
RutO 0]
RUIO o) R-NH, O
O MeOH, A, 48h |
OH N.
OH O R

Schéma 1. 8. Synthése des 4-iminohesperidines.

La synthése de molécules biologiquement actives a partir de molécules naturelles tel que
I'néspéretine et hespéridine est obtenue par hydrolyse de I'hespéridine, en utilisant des réactions

simples et faciles a réaliser dans des conditions opératoires légéres Schéma I. 8 [7, 9].

oH OH
0 BN
N
O HO 0
O e &
MeOH, A, 24h |
OH N.
OH O R

Schéma 1. 9. Méthode de préparation des 4-iminohespéretines. [7]
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En 2012 un procédé pour la synthese des dérivés d’imino-flavones par cyclisation oxydative

des imin-chalcones, a été établi en présence d'une quantité catalytique d'iode et HoSO4 Schéma 1. 10

[59].

4-Anisaldehyde

_ NaOH _
HZO

4+ methoxybenzaldehyde
1-(5-bromo-2hydroxyphenyl)ethanone

OH O
(7T
O/CHS
Br NH,
| X
/—R
| X
R
OH N =
=
7w
Br

Schéma 1. 10. Synthése des 6-bromo-4-methoxy-4-(phenyl substituté) iminoflavone.

1.3.6. Synthese de nouvel naringine-oxime

Naringin (4°,5, 7-trihydroxyflavanone-7-b-L-rhamnoglucoside-(1,2)-a-D-glucopyranoside) est

I'un des principaux flavanones dans les agrumes et le pamplemousse.

Un naringine oxime a été préparée par le traitement de la naringine avec du chlorhydrate

d'’hydroxylamine dans d'éthanol et l'acétate de sodium trihydraté Schéma l. 11. La solution a été

chauffée au reflux sur un bain d'eau pendant 4 h sous agitation constante. Le rendement de produit

était de 60% [60, 61].
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OH OH
H,C OH H,C OH

0 OH 0 OH
oH OH NH,OH HCI / CH,COONa MeOH oH OH
HO (o) e} » HO 0 o)
O 4-5hrf O
0} ’/O O ,/O l
HO HO O HO HO, N

Schéma I. 11. Synthese de I'oxime de la naringine.

1.3.7. Réduction et I'oxydation énantiosélective de flavanone

Cette recherche a étudié la stéréochimie de la réduction des flavanones racémiques avec un
processus performant simultané de I'oxydation, qui se déroule dans des cultures de souches de levures
vivantes Schéma I. 12. Les résultats obtenus donne des informations sur la capacité de biocatalyseurs
testés pour 1’énantiosélective (par rapport a la fois le substrat et le produit) de la réduction et I'oxydation

énantiosélective de flavanone pour synthétisée le cis et trans flavan-4-ols [62].

(6] OH O
OH @
H |
4 NaOH MeOH CH,COONa EtOH
o) (0]

Reflux 2h Reflux 48h
Candida |wiswanathi

™

(25,49) (2R,4S)

Schéma I. 12. Synthese des cis et trans flavanes-4-ol
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1.3.8. Synthese de dérivés benzochroméne-4 one-pyrazolyle

Les composés hybrides contenant a la fois flavanone et des fragments pyrazoliques ont été
synthétisés a partir d’acétylnaphthols et pyrazole-4-carbaldéhydes avec de bons rendements a l'aide de
rayonnement micro-ondes dans une seule étape Schéma 1. 13. Les composés synthétises ont été
évalués pour leur activité anti-cancéreuse in vitro envers quatre lignées de cellules cancereuses
humaines [63].

2,3, 5aR=H bR=Me,cR=0Me,dR=F;
2,5eR=Cl,fR=Br,gR=NO,

Schéma I. 13. Synthese de benzochroméne-4 one-pyrazolyle.

1.3.9. Synthese de 4-iminonaringenins

La condensation en position 4 de naringénine avec des amines primaires (propylamine,
isobulylamine, tert-butylamine, 2-furfurylamine, et hexylamine) conduit a la formation de nouvelles
molécules, les 4-iminonaringines Schéma 1. 14. La méthode de synthése est simple sans catalyse. Les

produits sont obtenus avec de bons rendements (47-70%) [64].

HO o O HO o
O + H,N-R _A24n O
MeOH

Schéma I. 14. Synthese des 4-iminonaringenins.
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1.4. Conclusion

De l'avis ci-dessus, les flavanones sont un groupe de molécules, dont les multiples effets sur la
santé, ont attiré I’attention de nombreux chercheurs et industriels cette derniére décennie, 1ls sont
connus pour leur activités pharmacologiques diverses sur les différents systemes de cellules des

mammiféres.

Dans ce chapitre, nous avons donné un apercu bibliographique de différentes méthodes de
préparation de flavanone et leurs dérivés les plus rapportées dans la littérature. Les dérivés
flavonoidiques peuvent servir de charpentes de base pour un nombre de produits biologiquements

actifs.
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Les molécules organiques chirales peuvent étre d’origine naturelle ou synthétique [1]. Un grand
nombre de fonctions biologiques et physiques reposent sur la reconnaissance moléculaire générée par
la chiralité [65, 66]. La configuration de ces entités moléculaires représente la disposition spatiale des
atomes ou des groupes d'atomes. Cette notion de configuration découle directement de la stéréochimie,

appelée autrefois la chimie dans 1'espace [65].

La séparation chirale est devenue un sujet d’intérét croissant dans de nombreux domaines tels
que la pharmacie clinique, le controle de qualité¢ des médicaments et des aliments, 1I’environnement ou
encore en biochimie [67]. Les techniques chromatographiques et éléctrophorétiques constituent les

méthodes de choix pour la séparation et la quantification d’énantioméres [68, 69].

La technologie analytique récemment avancée a fourni I'évidence de I'existence des
stéréoisomeres de beaucoup de produits naturels. En particulier, les flavanones qui pourraient faire

exister a deux configurations différentes a la position C2 Figure 11.1 [70].

Figure 11.1 : Structure de base des Flavanones.

Bien que l'analyse des énantiomeres et des épimeres des flavanones chirales a été effectuée
pendant plus de 20 ans et malgré les avantages thérapeutiques potentiel des flavanones chirales et
l'importance de la stéréoselectivité dans 1’activité pharmacologique, ¢a reste souvent un déficit dans

les sciences chimiques, pharmaceutiques, et médicales [71, 72].

Dans ce chapitre nous rappellerons quelques notions sur la chiralité et les différentes techniques

de séparation, puis nous présenterons des exemples sur la séparation des dérivés de flavanone.
Il. 1. Géneralite sur la chiralité

Plusieurs molécules comme plusieurs objets de la vie courante présentent une asymeétrie que

I’on appelle chiralité. Tout objet, dessin, molécule...etc, qui ne posséde pas d’axe de symetrie alternant
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(et, par conséquent, ni centre de symétrie, ni plan de symétrie) est dit chiral. Sa chiralité s’exprime par

le fait que son image dans un miroir ne lui est pas superposable [73-75].

Le mot chiralité vient du mot grec yeip « kheir » qui signifie main. La définition de la chiralité
est toujours la méme que celle décrite par Kelvin en 1884 a savoir « objet dépourvu d’éléments de
symeétrie qui existe sous deux formes non superposables et I’'images 1’une de 1’autre dans un miroir »,
[76] exactement a I’image de la main gauche et de la main droite Figure 11.2 [77, 78]. Ces deux entités

sont nommeées des énantiomeres [76].

Figure 11.2. Une molécule chirale d’un acide aminé, et son image dans un miroir. [79, 80]

Les énantiomere sont des structures qui ne sont pas identique, mais qui sont image spéculaire
I’une de I’autre a un plan et non superposables sont dites énantiomeres (du nom grec enantio : opposé)
ou inverse optique. [81] Le mélange équimolaire de deux énantioméres s'appelle mélange racémique.
[82] L’inversion d’un unique centre chiral sur une molécule en possédant plusieurs donne un
stéréoisomere qui n’est pas son image dans un miroir. Un tel stéréoisomeére est dit diastéréoisomere et
I’inversion s’appelle une épimérisation. Généralement, les énantiomeres d’une molécule chirale sont
désignés différemment (-, +, 1, d, S, R, L, D). Deux énantiomeres font tourner le plan de polarisation
de la lumiére en sens opposé€ 1’'un de I’autre. On les désigne donc par (+) ou (-) selon qu’ils dévient le

plan de polarisation de la lumiere vers la droite (substance dextrogyre (d)) ou vers la gauche (substance

1évogyre (1)). [83]
I1. 2. Chiralité et bioactivité

Actuellement, les molécules bioactives utilisées en pharmacie, en agrochimie ou en cosmétique
sont de plus en plus développeées sous forme d'un unique énantiomeére Figure 11.3. Deux énantiomeres

d'une molécule chirale possedent, de maniére générale, des activités biologiques différentes. [80, 83]

17



Chapitre 02 Chivalité et Séparation Chivale des Dénivées de Havanone [18
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que chacun des énantiomeres sedatfif tératogéne

Figure 11.3. Quelque exemples (activité biologique et configuration absolu).

L’exemple le plus flagrant étant celui ou un énantiomere se révele toxique pour l'organisme
alors que l'autre possede une activité bénéfique. L’examen des différents médicaments chiraux
commercialisés au 20°™ siécle, montre qu’il s’agit le plus souvent de mélanges racémiques constitués

d’égales proportions des deux énantioméres. [75] Tableau 11.1.

Tableau I1.1. L’effet de chiralité sur I’activit¢é pharmacologique de quelque principe actif de

médicament.
Forme (S) Composé Forme (R)
Tératogéne Thalidomide Sédatif
Convulsivant Barbiturique S Anesthésiant
L:vitamine C Acide ascorbique D : inactif
B-bloquant Propranolol 100fois moins puissant
Ipb gastriques Sulpiride d antidopaminer
(S, S)antituberculeux Ethambutol (R,S) décroit vision
Antiarthritique Pénicillamine Toxique
Stimulant du systeme Amphétamine 3 a 4 fois moins actif, induit des psychoses

nerveux central paranoides
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De plus, aujourd’hui, la loi impose a toute société désireuse de développer un nouveau principe
actif sous forme racémique, de prouver l'activité des deux énantiomeres ou bien de montrer que
I'énantiomére dit "indésirable™ n'a pas d'effets secondaires. Parmi les plus tristes exemples de

I’utilisation de mélanges racémiques, citons les cas de thalidomide, la kétamine et I’éthambutol [84].

Les statistiques en 2010 montre qu’environ la moiti¢ des médicaments mis sur le marché
contiennent au moins un centre asymétrique. La majorité est employée sous forme diastéréoisomérique
ou racémique. Mais, depuis quelques années, la commercialisation d’un énantiomére pur, de
préférence au mélange racémique, a pris un grand essor. L’industrie pharmaceutique a montré au cours
de ces dernieres années un trés fort intérét pour la production et la commercialisation de médicaments

énantiopurs a la place des mélanges racémiques [84-86]
I1. 3. Techniques utilisées pour I’obtention des énantiomeres purs

La production de composés énantiomériquement purs a pris son essor depuis la mise au point
de nouvelles méthodologies de synthese asymétrique et le développement de techniques séparatives
performantes a I’échelle préparative. Les méthodes pour obtenir des énantiomeéres purs peuvent étre
classées en deux principales catégories, synthése asymétrique et résolution de racémiques [70, 71]. La
premiere catégorie est basée essentiellement sur une approche chirale incluant des syntheses
énantiosélectives en utilisant des synthons et auxiliaires chiraux, des enzymes ou des processus
catalytiques énantiosélectifs. La deuxiéme catégorie est une approche racémique et, dans ce cas-Ia,
les énantiomeres sont obtenus par la discrimination de diastéréoisomeéres (cristallisation,

membranes, biocapteurs ou méthodes €électrophorétiques et chromatographiques) [3, 67].

11. 3.1. La synthése asymétrique

En 1904, Marckwald a donné une définition des synthéses asymétriques qui reste d’actualité :
« Les syntheses asymétriques sont celles qui, a partir de corps de structure symétrique et en utilisant
intermédiairement des substances optiquement actives, mais sans faire intervenir aucun processus
analytique, conduisent a des produits optiquement actifs » [3, 87]. Ainsi, la synthése asymetrique
consiste a préparer un produit sous forme d’un énantiomeére en partant d’une matiére premiére achirale.
Cette transformation nécessite 1’aide d’un auxiliaire chiral qui est temporairement li¢ au substrat,
a un réactif ou & un catalyseur. L’auxiliaire chiral, employ¢é en quantité stoechiométrique par rapport

au substrat, transforme directement le substrat achiral en 1’énantiomére désiré. La premiére synthése

19



Chapitre 02 Chivalité et Séparation Chivale des Dénivées de Havanone

asymétrique industrielle a été la préparation de la L-DOPA®, en 1975, par W. S. Knowles (prix
nobel en 2001) en utilisant un catalyseur chiral Schéma 11.1 . Ce dernier est un complexe de rhodium
ayant une phosphine chirale (Ethane-1,2-diylbis[(2-methoxyphenyl)phenylphosphane] DIPAMP)
comme ligand chélatant. La L-DOPA a ensuite été commercialisée comme médicament

antiparkinsonien par la société Hoffmann-La-Roche [80, 85].

MO : s ’,L'D‘.H [Rh(l)pf\.\"))l.:]' NeQ S COM

Y Rat : 97,5 %
*h [ \rm ee:95%(S)
. NHA ¢ \ H . . o (
AO o L : Solvant A
MO -MeOH | Bo |
: Y n - AcCH
| — I
/p p\ HO. - LOOM
L_A~ow S _J | H \H
= - HO
(R R-DPANP (L-DOPA

Schéma I1.1. La synthése de la L-DOPA®.

I1. 3.2. Résolution du racémique

La croissance de l'industrie pharmaceutique continuera a conduire le besoin de méthodes de
séparation chiral. Une série de sélecteurs chiraux largement applicables et des phases
stationnaires chirales (PSCs) sont nécessaires pour répondre au besoin prévu de séparations
enantiomériques des divers composes[88-90]. Pour beaucoup de médicaments, seulement les mélanges
racémiques sont disponibles pour l'usage clinique. Puisque les différents stéréoisomeres des
médicaments causent souvent différentes réponses physiologiques, l'utilisation des isoméres purs

pourrait obtenir des effets thérapeutiques plus exacts [91].

La résolution des racémiques a toujours été¢ considérée comme 1’un des problémes les plus

difficiles en chimie. Deux aspects coexistents :

e La séparation chirale analytique lorsqu’il s’agit de caractériser la pureté énantiomérique d’un
composeé ou de suivre le devenir du mélange racemique, par exemple dans une métabolisation [68, 92,
93].

e La séparation chirale préparative pour obtenir des énantioméres de grande pureté optique

lorsque la synthese énantiosélective fait défaut [68, 92, 93].
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Plusieurs méthodologies ont été utilisées pour résoudre les mélanges racémiques. Ces
différentes techniques peuvent étre divisées en deux catégories : les méthodes classiques, regroupant
les méthodes de biotransformations et la cristallisation et les technologies « plus modernes »
comprenant les méthodes par membranes chirales, les biocapteurs, les méthodes chromatographiques

et électrophorétiques [68, 93].
I1. 4. Les méthodes chromatographiques et éléctrophorétiques

De part leur simplicité, sensibilité et robustesse, la chromatographie et 1’¢lectrophorése
capillaire (EC) sont deux techniques qui remportent le plus de succés dans le domaine de la
discrimination chirale. Elles ont notamment prouvé leur efficacité lors de la séparation des

énantiomeres de produits pharmaceutiques, phytosanitaires et agroalimentaires [68, 76, 73].

Parmi les techniques chromatographiques employées pour la séparation chirale, on peut citer
la chromatographie liquide de haute performance (CLHP), la chromatographie sur couche mince
(CCM), la chromatographie en phase gazeuse (CPG) et la chromatographie en phase supercritique
(CPS). La chromatographie en phase liquide (CLHP) est de loin la plus utilisée [68, 69, 94].

I1. 5. La chromatographie liquide de haute performance (CLHP)

La CLHP représente une technique de choix pour la quantification des énantiomeres. On peut
estimer qu’environ 90% des séparations chirales se font par CLHP et de nombreux sélecteurs chiraux
sont disponibles. La séparation chirale sur les PSCs peut étre développée en utilisant trois modes
chromatographiques différents : en phase normale, en polarité de phase inversée et en mode organique
polaire [1, 67, 68].

I1. 6. Séparation chirale par CLHP utilisant des phases stationnaires chirals a base de
polysaccharide

Les polysaccharides tels que la cellulose, I'amylose, et la chitine Figure 11.4 [95] le chitosane
et ’lamylopectine [1] sont optiquement les polymeres actifs les plus abondants sur la terre et peuvent
étre aisément modifiées a des carbamates et des esters par des réactions avec les isocyanates et les
chlorures d’acides, respectivement [96, 97]. La cellulose et I’amylose possédent un fort potentiel
d’application en séparation chirale. En effet, ces polysaccharides ont une structure hélicoidale

asymétrique composée de n unités de D.(+).glucose reliées par des ponts B (1.4) pour la cellulose et
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par des ponts a (1.4) pour I’amylose. Chacune de ces unités contribue a la reconnaissance chirale des
solutés avec lesquels elle interagit. Les résolutions obtenues par ces deux polymeéres naturels sont
généralement faibles. Afin d’améliorer leur énantiosélectivité, la cellulose et ’amylose ont été

modifiées par dérivation des fonctions hydroxy (.OH) libres [66, 67, 96].

La dérivation de ces groupements hydroxy (.OH) permet a la fois de conserver la
structure hélicoidale de la molécule et de favoriser I’apparition de cavités chirales capables d’inclure

stéréosélectivement des molécules.

OH OH OH
0
&VVO\ 0 /&&/o
HO o 2 Ho "
OH oH O NHCOCH,
Cellulose Amylose chitine

Figure 11.4. Structure de quelques polysaccharides [96].

Nombreuses publications ont démontré que la cellulose 3,5.dimethylphenylcarbamate,
I’amylose 3,5.dimethylphenylcarbamate et la cellulose tris (4. methylbenzoate) peuvent réaliser la
résolution chirale de plus de 80% des médicaments actuellement disponibles sur le marché Tableau
1.2 [75].
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Tableau 11.2. Les PSCs de polysaccharides commercialisés [71, 98-105].

Colonne

Chiralcel ® OD

Chiralcel ® OD-H

Chiralcel ® OJ

Chiralpak® AD

Chiralpak® IA

Chiralpak® IB

Structure

Nom Application

Cellulose tris-(3,5- Alcaloides,
' tropines, amines,
dimethylphenylcarbamate)

B.bloquants
» Cellulose tris-(3,5- Alcaloides,
§ ) tropines, amines,
=/, dimethylphenylcarbamate)
B.bloquants
Cellulose tris-(4- Aryl methyl esters,
4 aryl methoxy
Jc methylbenzoate)
esters
Amylose tris-(3,5- Alcaloides,
=8 tropines, amines,

dimethylphenylcarbamate)
B.bloquants

Amylose tris-(3,5- Quinazolines,

.‘:.,,T,‘;:::"” ‘ Alcaloides,
‘={,. dimethylphenylcarbamate)

tropines, amines,

B.bloquants,
flavanones

Cellulose tris-(3,5- Alcaloides,
3 tropines, amines,

: dimethylphenylcarbamate)

B.bloquants

11.7. La séparation chirale des dérivés de flavanones par CLHP

Les énantiomeéres et les diastéréo-isoméres peuvent avoir différentes propriétés médicales dans

un environnement chiral, les réactivités, les bioactivités et les toxicités [69]. Certains flavanones ont

été évalués en tant que médicaments potentiels et en tant que marqueurs importants pour le contréle

de qualité de nourriture. Comme nous avons vu, les flavanones contiennent un noyau de chromanone
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qui existe souvent comme deux énantiomeéres 2R et 2S, dérivant de son centre stéréogénique au
carbone C2 [67]

Les développements des technologies en chimie analytique ont permet la mise en évidence de
I'existence des stéréoisomeres dans beaucoup de produits naturels. En particulier, les flavanones qui
peuvent exister en deux configurations différentes a la position C2. Les énantioméres et les
diastéréoisomeres peuvent avoir différentes propriétés biologiques dans un environnement chiral. Par
conséquent il faut développer des méthodes analytiques rapides, sélectives et sensibles pour la
séparation des stéréo-isomeres afin de déterminer la source bioactive. Dans ce travail nous présentons
les différentes méthodes et techniques de la séparation chirale des flavanones et leurs dérives décrites
dans la littérature.

11.7.1. La discrimination chirale de Flavanone

Les travaux préalables ont été réalisés au sein de notre équipe dans ce domaine [11]. En 2012
La séparation chirale par CLHP de treize flavanones a €té réalisée en mode de phase normal et en
phase organique polaire, ils sont utilisés six phases stationnaires chirales a base des polysaccharides et

diverses phases mobiles de n alcane/alcool.

50
=
40+ |
O
20+
=
204
0
10 §
; A
T T T T T T T T N T iDﬂAm‘I
00 1.5 50 15 0.0 12.5 150 17.5 0.0 s ?S.U
mom
Figure 1l. 5. Chromatogramme présentant la résolution des énantioméres de flavanone sur

Chiralcel®0D. Phase mobile : Isopropanol, débit : 0.2ml/min, volume d’injection : 20 L, détection :
254nm, a=1.337, Rs= 2.290 [11].

11.7.2. La résolution des énantiomere de Hydroxyflavanones par CLHP

La séparation énantiomérique CLHP de quatre hydroxyflavanones substituees dans des

positions; 4 ', 5, 6 et 7 respectivement ont été réalisés en mode de phase normale sur des phases
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stationnaires chirales a base des polysaccharides (Chiralpak®IA et Chiralpak®IB) et diverses phases

mobiles n-hexane / Isopropanol.

Cleomntogen
4 hydoxyliwaone

aV

12.54 OH
10.04
e

50+

2.54

0.0

1Dt A Chl

T T T T T T
00 25 50 7.5 100 125 150

Figure I1. 6. Chromatogramme présentant la résolution des énantioméres de Hydroxyflavanone sur la
colonne Chiralcel®OD-H. Phase mobile : n heptan/Isopropanol 90 :10, débit : 0.5ml/min, volume
d’injection : 20 pL, détection : 254nm, a=1.169, Rs=2.336 [106].

11.7.3. La séparation chirale des dérivés de I’hespéretine par CLHP

Hemmal. S et al. en 2013 ont étudié la séparation chirale des dérivées de hespéretine par
CLHP. La séparation chirale de ces composées a été réalisée en deux modes sur quatre phases
stationnaires chirales a base des polysaccharides. Les résultats démontrent clairement que le systéeme
chromatographique basé sur des PSCs dérivés de polysaccharides fournit un outil analytique puissant

pour l'identification et la quantification des mélanges isomériques des dérivées de 1"hespéritine [7].

2004

Figure 11.7. Chromatogramme présentant la résolution des énantioméres de 4-iminothaizol-
hesperitine sur la colonne Chiralcel®0J. Phase mobile : hexan/Isopropanol 70 :30, débit : 0.5ml/min,

volume d’injection : 20 uL, détection : 254 nm, Rs= 1.22 [7].
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11.7.4. La séparation chirale des énantiomere de quelques dérivés de flavanone par
CLHP

La séparation des énantioméres de flavanone et de 5 dérives chiraux de flavanone a été étudiée
sur deux colonnes chirales expérimentales a base de polysaccharides par chromatographie liquide
haute performance avec du méthanol, de I'éthanol, de I'acétonitrile, du n-hexane / éthanol et du n-

hexane / 2-propanol [11].
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Figure 11.8. Chromatogramme présentant la séparation d’un mélange des énantioméres de 2'-
hydroxyflavanone, 4'-hydroxyflavanone et 6-hydroxyflavanone sur la colonne ADMPC. Phase mobile
: Ethanol + 0.1 % FA (v/v) [107].

Avec le squelette du polysaccharide, le rble significatif des substituants dans le fragment
phényle des sélecteurs chiraux, ainsi que la structure de I'analyte, ont été observés sur la rétention et

I'énantiosélectivité.
11.7.5. La séparation des énantiomeéres des 4-Iminonaringénine

La naringine et les 4-iminonaringénines ont été analysés par CLHP en présence de deux phases
stationnaires chirales & base de polysaccharide : Chiralpak®IB et Chiralcel®OD, et différentes phases
mobiles. Le 2-propanol a montré une forte énantiosélectivité pour la naringine et ses dérivés sur la
colonne Chiralpak®IB [65].
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Figure 11.9. Chromatogramme présentant la résolution des énantioméres de deux produits sur la

colonne Chiralpak®IB. Phase mobile : 100% EtOH, détection : 280 nm, [65].

Tous ces résultats démontrent clairement que le systéme chromatographique basé sur des PSCs

dérivés de polysaccharides fournit un outil analytique puissant pour I'identification et la quantification

des meélanges isomériques des dérivés de flavanones.

I1. 8. Mécanisme de résolution chirale

Les PSCs basé sur les polysaccharides dérivatisés (déposés ou chimiquement immobilisé sur

le gel de silice), les dérivés tri. (phenylcarbamate) et tri (benzoate) d'amylose et de cellulose, sont bien

connus pour leur enantioselectivité extrémement large et efficacité de séparation élevée [108].

3 3 0 !. "=
~ \" “ e ( | @ ~N
,%\ﬂ/‘\c
\/ll HC "
sugar uni
o teom
H',C.' = H

Figure 11.10. (a) Structure optimisée de triphenylcarbamate de cellulose. (b) Les emplacements

possibles d'interaction ont expliqué pour l'identification chirale sur la cellulose triphenylcarbamate

PSCs de cellulose [108].
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Les groupes polaires de carbamoyl localisent de préférence a l'intérieur et prés des centres
chiraux sur I'épine dorsale de D.glucose, alors que les groupes aromatiques hydrophobes localisent
a l'extérieur de la chaine de polymeére Figure 11.10. Les interactions de liaison hydrogéne entre les
parties polaires (comme .OH, .NH,, CONH>, O, COO, .COOH) des analytes chirales et les groupes de
carbamate sur le polysaccharide ce qui facilite la formation d'un complexe diastéréomérique de
soluté/PSC.

D'autres interactions intermoléculaires telles que des interactions m.w entre les groupes phényle
sur la PSC et les groupes aromatiques de 1’analyte, des interactions dipdle.dipdle, et des interactions
stériques dues a la structure hélicoidale des PSCs jouent des réles importants dans le processus de
reconnaissance chiral [102, 108, 109].

Egalement les chaines latérales entourant les épines dorsales hélicoidales de polymeére peuvent
créer des cavités chirales. La partie aromatique des analytes chiraux peut s'insérer dans ces cavités et
apporter une contribution additionnelle a la stabilité du complexe analyte PSC.

La capacité de reconnaissance chirale des phases stationnaires basées en polysaccharide est
sensiblement influencée par les substituants présentés sur le groupement phényle du polymeére
d’hydrocarbure puisque ces substituants changeront l'acidité du groupement NH et la polarité du
groupement C=0 de carbamate. L'introduction d'un groupe méthylique éléctro.donneur ou d'un
halogéne éléctro.attracteur a la position méta et/ou para de cycle phénylique améliore souvent la

capacite de reconnaissance chirale du PSC [68, 110-112].
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11.9. Conclusion

Malgré le fait que beaucoup de propriétés physique sont identiques pour des énantioméres, la
chiralité est un phénoméne essentiel pour la vie, Les différences de propriétés pharmacologique,
biologique et toxiquo-ecologique, pouvant exister entre les deux énantioméres d’un principe actif,
ont conduit au développement de nombreuses techniques permettant 1’obtention des deux formes

énantiomériquement pures.

Dans ce chapitre, nous avons montré que les méthodes de chromatographie liquide sont des
techniques couramment utilisées pour I’analyse de produits chiraux. Un large panel de sélecteurs
chiraux est propose aux analystes, dont certains sont spécialement dédiés a 1’une ou l’autre des

techniques évoquées précédemment

Cependant, aucun additif chiral n’étant universel et devant la complexité des mécanismes de
reconnaissance chirale, il est difficile de choisir le sélecteur chiral le plus adapté a la résolution des
énantiomeres d’une molécule donnée. Nous nous intéresserons plus particulieérement a la forme de
chromatographie, la plus largement utilisée actuellement, la chromatographie liquide a haute
performance (C.L.H.P), puisque la chromatographie en phase liquide est la méthode de référence en
raison de la variété des sélectivités offertes par les colonnes disponibles commercialement et de son
utilisation possible a I’échelle préparative. En particulier, les phases stationnaires a base de
polysaccharides (cellulose, amylose) dérivés assurent plus de 80 % (selon les statistiques de I’année
2014) des séparations des molécules pharmaceutiques grace a la complémentarité de plusieurs

systéemes de solvants (phase normale, phase polaire organique ou phase inverse).
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I11. Introduction

Les produits imines fonctionnels, ont fait I’objet de nombreuse études et compte tenu de
leur utilités en synthése organique, de plus la réaction d’hydrogénation des composés carbonylés en
alcools correspondants est une réaction d’une grande importance dans I’industrie de la chimie fine. La
fabrication de ces produits, trés utiliser dans les domaines, pharmaceutique, cosmétique, agro-
alimentaire etc.... Nous avons pensé a choisi une molécule de départ plus ou moine simple c’est la

flavanone en préparant une série de nouvelle dérivée de flavanone,

Figure I11.1. Structure de base de flavanone.
I1I. 1. L’objectif

En réaliser dans ce travail la synthése d’une série des imino-flavanes optiquement active a
partir des amines primaires et des aminoflavanes par des reactions de réduction en deux modes

opératoires.

0
MeOH

N. HN.
o R

o O o O
O . HN-R AT O NaBH, O
I MeOH
R

Schéma I11.1. Réaction de formation des 4-iminoflavanes et 4-aminoflavanes (1* mode opératoire).
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o

HN \OH
R

Al(HgCl,)
R-NH, —————>

MeOH 2h

Schéma 111.2. Réaction de formation des 4-aminoflavanes (2™ mode opératoire)

Al(HgCl.)

MeOH 2h

Schéma 111.3. Méthode de préparation de nouvelle dérivée de flavanone.

111.2. Matériel et Méthode

111.2.1. Synthese des 4-Imino-flavanes 2-15

La condensation en position 4 de flavanone 1 avec des amines primaires conduit a la formation de

nouvelles molécules n’ont décrites dans la littérature, les 4-Imino-flavanes 2-15 Schéma 111.4.

@) NoR
Schéma 111.4. Méthode de préparation des 4-imino-flavanes 2-15

Les réactifs utilise sont présente dans le tableau suivant :
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Tableau I11.1. Les réactifs utilisés

1 Flavanone O CisH120;
(o]
224,26

76-78

Cristaux blanc

2 Aniline NH, CsH-/N
93,11
184

3 Propylamine "~ NH, CsHgN
59,11

4 Tertbutylamine )<\1H2 CsHuN
73.14

5 4-Chloroaniline /O/NHz CsHsCIN
| 127,58

67-70

6 o-Toluidine C/HgN
NH,
107,16

7 m-Anisidine /0\©/NH2 C/HyNO

123,16

8 2-Aminothiazol C3N2HsS

S
H2N_<\ ]
N 100,14
85-88
9 3-Chloroaniline Cl\©/NHz CeHsCIN

127,58
93-96
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Réactif Structure Formule brute
Poids moléculaire (g/mol)

Point de fusion ou T° ébullition (°C)

10 4-Aminophenol /©/NH2 CeH7NO
HO 109,13
11 1-Naphthylamine CioHgN
143,19
NH,
12 p-Anisidine HZNOO\ CgH11NO
137,18
13 Fufuralamine HoN CsH7ON
6 97,12
0
70
14 (S)- (-)-a-Methylbenzylamine NH, CgHuN
Ej/k 121,18
15 p-Phenylene diamine /©/NH2 CeHsN2
H2N 108,14
68

On place dans un ballon monocol 1.3 mmol de flavanone et 1.3 mmol de I’amine dissout dans
5 ml de méthanol, puis on adapte sur ce ballon un réfrigérant. On chauffe au reflux (pendant 24 a 48
h), jusqu’a disparition des réactifs. On laisse refroidir. Les milieux réactionnels sont alors filtrés afin
d’éliminer les produit secondaire puis concentrés par évaporation a 1’aide d’un rotavape, A la suite on

purifie les produits synthétisés. La purification des produits 2-15 ce fait par deux méthodes:

11.2.1.1. La colonne chromatographie

L’échantillon résultant de ce traitement est dilué¢ dans un minimum de solvant d’élution (1mL)
est alors déposé sur une colonne préparative contenant de la silice (Silica gel 27, Fluka). L’éluant

utilisé est le méme que celui utilis€¢ pour I’analyse par CCM : acétate d’éthyle cyclohexane (20 : 80
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VIV) pour les produits (2, 3, 4 et 7) et acétate d’éthyle/chloroforme (10 : 90 V/V) pour la purification

des produits 5, 6, 8 et 13. En sortie de la colonne, les fractions sont collectées a un débit de 1 ml/min.
11.2.1.2. La cristallisation

Les produits (9, 10, 11, 12 et 14) est chauffée dans un minimum de solvant (EtOH/H20 v/v)

chaude, et recristallisés dans I'éthanol.
111.2.2. Réduction des 4-iminoflavanes 16-18

Introduire I’imine préparée dans un erlenmeyer ; ajouter 1.32 mL d’éthanol absolu. Agiter et
refroidir a 5°C. Tout en maintenant 1’agitation, introduire 26 mg de NaBHa par petites portions. La
température ne doit pas dépasser 10°C. Laisser reposer 10 min puis filtrer sur papier filtre. Laver le

solide avec un peu d’éthanol froid ; Sécher soigneusement sur papier filtre et peser la masse.

O g

| EtOH 10 min 5°C
R HN-

R

Schéma 111.5. Méthode de préparation de 4-amino-flavane 16-18.
111.2.3. Synthése des 4-Hydroxyflavanes 19-21

On place dans un ballon monocol 5.3 mmol de poudre d'aluminium et 5.3 mmol HgCl> dissout
dans 30 mL d’éthanol on chauffe au reflux a 120 °C pendant 20 minutes, on ajoute un melange de 1.3
mmol de I’amine et 1.3 mmol de flavanone sous agitation vigoureuse et le contenu est chauffé au reflux

pendant 2h.

Le mélange réactionnel a été refroidir et ensuite versé dans 2N de NaOH (20 mL) sous agitation
pendant 10 minutes. On ajoute 20 mL d’acétate d’éthyle. A 1’aide d’une ampoule a décanté on sépare

les deux phases.

34



Chapitre 03 Synthese des Dévives de Favanene

e

Al(HgCl,) O
RNH, —————>
MeOH 2h OH
HN.

R

Schéma 111.6. Méthode de préparation de 4-Hydroxyflavane 19-21.

111.2.4. Synthese de 2-(2- pénylchroman-4-yl) pyridine 22

On place dans un ballon monocol 5.3 mmol de poudre d'aluminium et 5.3 mmol HgCl> dissout
dans 30 ml d’éthanol on chauffe au reflux a 120 °C pendant 20 minutes, on ajoute un mélange de 1.3
mmol de pyridine et 1.3 mmol de flavanone sous agitation, le contenu a été chauffé au reflux pendant

2h.

Le mélange réactionnel est refroidi et ensuite versé dans 2N de NaOH (20 mL) sous agitation

pendant 10 minutes. On ajoute 20 mL d’acétate d’éthyle. A I’aide d’une ampoule a décanté on sépare

O Al(HgCl)
MeOH 2h

Schéma 111.7. Méthode de préparation de 2-(2- pénylchroman-4-yl) pyridine 22.

les deux phases.

111.2.5. Séparation par chromatographie CCM et CLC:

Les analyses sur couche mince sont réalisées en phase normale sur des plaques d’aluminium
recouvertes d’un gel de silice avec indicateur fluorescent (20x20 cm, 60 F254). Le développement
des plaques s’effectue dans des cuves en verre saturées avec 1’¢luant approprié. Cette phase

mobile est constituée d’un mélange binaire de solvants selon le type de séparation souhaitée.

Dans notre cas, les systemes de solvants pour les différentes classes de composés sont les
suivants : acétate d’éthyle / cyclohexane (30 : 70 V/V) et le systéme d’acétate d’éthyle /éther de pétrole
(20 : 80 V/IV).
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111.2.6. Analyse spectrale des composées synthétisé

Au cours de notre travail nous avons utilisé I’appareillage suivant :

e Les points de fusion ont été obtenus par des tubes capillaires sur un appareillage de type B-540
Buchi.

e Le spectrometre de type SPECORD 200 PLUS - 223E1121 a été utilisée, afin d’obtenir les

spectres UV, le solvant utilise est le MeOH.

e L’analyse des spectres UV des produits a été enregistrée dans le MeOH. Chaque produit donne
des déplacements (bathochrome ou hypsochrome) sur les deux bandes (I et II) par rapport a
celles obtenus pour la molécule flavanone

e Les spectres d’absorption IR ont été enregistrés sur un spectrophotometre Perkin-Elmer
Spectrum one équipé d’un accessoire ATR. Les bandes d’absorption vs sont exprimées en cm™. Seuls
les pics significatifs sont listés

e Les spectres RMN!H ont été enregistrés a 400 MHz sur un appareil Bruker AC 400. Les
produits ont été analysés dans le méthanol (MeOD-d4: 6= 3.31 ppm), le chloroforme (CDCls: 6=7.25
ppm) avec comme référence interne le tétraméthylsilane (TMS). Les déplacements chimiques sont
donnés en ppm et les constantes de couplage J en Hz. Les signaux sont désignés par les abréviations
suivantes : s, singulet, d, doublet, t, triplet, m, multiplet.

e Les spectres RMN®3C ont été enregistrés & 100,6 MHz avec découplage 1H en large bande sur
un appareil Bruker AC 400. Les produits ont été analysés dans le méthanol (MeOD-d4: &= 49.00
ppm), le chloroforme (CDCls: 6=76.7 ppm) avec comme référence interne le tétraméthylsilane (TMS).

Les déplacements chimiques sont donnés en ppm.
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111.3. Résultat et Discussion

11.3.1. Synthese des 4-Imino-flavanes 2-15
La méthode de synthése des 4-Iminoflavanes 2-15 est s’effectu¢ en additionnant un équivalent

de la flavanone 1 avec un équivalent de différentes amines primaires RNH: sans catalyseur. Aprées 3
jours de reflux dans le methanol, les 4-Iminoflavanes sont obtenues avec de bons rendements (15-
98%). Les amines primaires utilisees sont : Aniline, Propylamine, tert-Butylamine, 4-Chloroaniline,
o-Toluidine, m-Anisidine 4-Aminothiazol, 3-Chloroaniline, 4-Aminophenole, 1-Naphthylamine, p-
Anisidine, Fufuralamine, (S)-(-)-A-Methylbenzylamine et p-Phénylene-diamine. Les résultats obtenus

pour la préparation des 4-Iminoflavane sont résumés dans le Tableau I11. 2

Tableau I11. 2. Résultats obtenus des 4-Imino-flavanes 2-15.

Entrée Produit Rf Eluant Rdt% Pf,°C
2 O 0.36 Acétate 66 89-90
0]
O d’éthyle/cyclohexane
\
2 N@ 20:80
3 . O 0.21 Acétate 52 74-75
O d’éthyle/cyclohexane 20 : 80
3 N‘\/\
4 O 0.29 Acétate d’éthyle/ 83 72-73
O ° cyclohexane 20 : 80
\
4 Nj<
5 O 0.66 = Acétate d’éthyle/chloroforme 85 78-79

Cr 10: 90
5
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0.22

0.64

0.5
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Eluant

Acétate d’éthyle/chloroforme
10:90

Acétate
d’¢éthyle/cyclohexane

20:80

Acétate d’éthyle/chloroforme
10:90

Acétate d’éthyle/chloroforme
10:90

Acétate d’éthyle/chloroforme
10:90

Acétate d’éthyle/chloroforme
10:90

Acétate d’éthyle/chloroforme
10:90

Rdt%

60

98

15

75

70

22

88

Pf,°C

84-85

49-50

99-100

76-77

138-139

50-51

146-147
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Entrée Produit Rf Eluant Rdt%o Pf,°C

13 O 0.82  Acétate d’éthyle/chloroforme 98 100-101

° 10: 90

N
13 %O
14 O 0.68  Acétate d’éthyle/chloroforme 72 59-60
O © 10:90
j/©
N
14
15 O 0.64  Acétate d’éthyle/chloroforme 87 80-81

Cr 10: 90

Le mécanisme de formation de la fonction imine en carbone (4) du cycle C de la flavanone est
initié par I’attaque nucléophile de 1’atome d’azote sur le groupement cétone de la molécule flavanone,
et suivi par une protonation de I’atome d’oxygene, et finalement une déprotonation de 1’atome d’azote,

forme la fonction imine et élimine une molécule d’eau Schéma 111.8.

Schéma I11.8. Le mécanisme de formation des 4-imino-flavanes 2-15.
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111.3.2. Synthése des 4-Amino-flavanes 16-18
La préparation des 4-amino-flavanes a été réalisée par la réduction de la fonction imine en

position 4. Nous avons choisi trois 4-imino-flavanes obtenus avec des bons rendements qui sont : N-
phényle-4-imino-flavane, N-3-chlorophenyl-4-imino-flavane et N-4-methoxyphenyl-imino-
flavane. La réaction de réduction a été effectuée par 1’addition du NaBHa4 sur les iminoflavanes
synthétisés pour obtenir une autre série des 4-Amino-flavanes 16-18 avec un rendement moyen entre
(18-53%).
Les résultats obtenus pour la préparation des 4-amino-flavanes sont résumés dans le Tableau I11.3.
Tableau 111.3. Résultats obtenus des 4-Amino-flavanes 16-18.
Entrée Produit Rf Eluant Rdt% Pf, °C
16 0.54 Acetate d’¢thyle/cyclohexane 18%  77-78

30:70

4
o O N

16 HN

17 0.8  Acétate d’éthyle /cyclohexane 30%  78-79
0
O 30:70
17 HN \©/CI
18 ‘ 0.14 Acétate d’éthyle /cyclohexane 53%  76-77

(@]
O 30:70
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Schéma 111.9. Le mécanisme de formation des 4-amino-flavanes 16-18.

Dans la seconde partie nous avons envisagé la préparation des dérives d’amines secondaire
correspondants aux imines (2, 9 et 12) préparés précédemment par la réduction de ces derniers en

utilisant le borohydrure de sodium NaBH4 comme agent réducteur selon la réaction suivant :

L’insertion directe du NaBHa réduit sélectivement les imines en amines correspondants en
présence d’un solvant organique polaire (1’éthanol absolu) a 0°C suivi d’une hydrolyse du milieu a

température ambiant avec de 1’eau distillée, selon la réaction suivante Schéma I11.9.

L’ajout du borohydrure de sodium a I’imines fait un dégagement de I’hydrogéne gazeux et
volatil et apres quelques instant le mélange réactionnel change de couleur du coloré au transparent ce

qui signifie a I’ceil nu la fin de la réduction et c’est confirmé par un CCM.

111.3.3. Synthese des 4-hydroxyflavanes 19-21
La méthode de synthése des 4-hydroxyflavanes est simple, elle s’effectue en ajoutant un

équivalent de la flavanone 1 avec un équivalent de trois amines primaires Aniline, 4 Chloroaniline et
m-Anisidine avec AlI(HgCl2) comme catalyseur. Apres 2 heures de reflux dans le MeOH, les 4-
Hydroxy-flavanes sont obtenues avec bon rendements (75-96%). Les résultats obtenus pour la

préparation des 4-amino-flavanes sont résumés dans le Tableau 111.4.
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Tableau I11.4. Les résultats obtenus des 4-Hydroxyflavanes 19-21.
Entrée Produit Rf Eluant
19 0.65  Acétate d’éthyle /ether de pétrole

20:80

20 0.63  Acétate d’éthyle /éther de pétrole
o
O 20 :80
OH
20 HN \©/CI
21 O 0.86 = Acétate d’éthyle /éther de pétrole
o
O 20 :80

111.3.4. Synthése de 2-(2- pénylchroman-4-yl) pyridine 22

Rdt%

96%

98%

75%

Pf, °C

86-87

131-132

111-112

La réaction est effectuée de la méme maniére, en mélangeant les deux réactifs avec une

quantité catalytique Al (HgCl ). Aprés deux heures d’agitation, les 2-(2- pénylchroman-4-yl)

pyridine 22 est récupérés avec de trés bons rendements 99%.

Les résultats obtenus pour la préparation des 2-(2- pénylchroman-4-yl) pyridine 22 sont

rapportés dans le Tableau I11.5.
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Tableau I11.5. Le résultat de la synthese du 2-(2- pénylchroman-4-yl) pyridine 22.

43

Entrée | Produit Rf Eluant Rdt% | Pf, °C

22 0.71 Acétate d’éthyle /éther de pétrole | 99% | 118-119

20 :80

La syntheses des 4-iminoflavanes par les amines primaires donne de bonne rendement pour la
plupart des amines utilisés a I’exception des produits 8 et 11 (15 %, 22 %) respectivement. La
diminution du rendement de produit 11 due la délocalisation électronique de naphthalene qui diminue
la nucléophilie de I’atome d’azote. Pour le produit 8 I’hétéroatome du soufre dans le 4-iminothiazol a

compliqué I’attaque nucléophile sur le groupement cétone de la molécule flavanone

Les dérivés de 4-iminoflavanes synthétisés 2-15 sont généralement solubles dans les alcools
MeOH et EtOH par contre, ils sont peu solubles dans 1’éther diéthylique et le chloroforme et

insoluble dans 1’eau.

La condensation des 4-aminoflavanes par les amines primaires avec le catalyseur Al (HgCl2)
donne de bonne rendement (75%; 98%) par apport a la synthese des amino-flavanes sans
catalyseur (12%; 53%).

I11. 4. Analyse spectrale des différente composée synthétisé
111.4.1. Analyse par spectroscopie IR

Le Tableau Il1. 6 récapitule les bandes d’absorption les plus caractéristiques des dérivés

iminoflavanes synthétisés.

Les spectres IR des vingt-et-un produits presentent trois principales bandes vibrationnelles a
1636-1602 cm™, 1579-1503 cm™ et & 1339-1049 cm™ correspondent respectivement a : la fonction

imine (C=N), les doubles liaison (C=C) aromatique et les liaisons (C-O et C-N).
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Tableau I11.6: Les bandes caractéristiques en IR pour les iminoflavanes.

Composé

10

11

12

13

17

OH

3412

H-N

3375

=CH
arom
3078

3078
3060
3084

3060

3086

3067

3024,

2918

3084

2968

3088

3067

3089

3067

Synthese des Dévives de Favanene

IRvKET en cmt

CHs, CH2

3037
2963

2918

2960, 2850

3033, 2918

2960-2860

2926-2856

2927, 2853

2916, 2866

2935, 2853

C=0

1689

C=N

1607
1601
1604

1601

1605

1604

1612,

1578

1606

1612

1611

1609

1612

C=C
arom
1503

1547

1579

1548

1579-
1498
1547-
1498
1547-
1491
1577-
1497
1547-
1498
1547-
1498
1554-
1498
1553-
1491
1550-
1498
1572-
1407

C-O,C-N

1148
1142
1148
1094

1148

1142

1178, 1142

1148

1153

1093

1051

1178, 1077

1150, 1051

1322, 1178,
1115
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Composé OH H-N =CH CHs;,CH2 C=0 C=N Cc=C C-O, C-N
arom arom
18 - | 3375 3050 3000, 2945, - - 1570- 1310, 1188,
2863 1400 1120
19 3416 | 3063 | 3078 - - - 1547- 1369, 1115
1409
20 3412 | 3285 | 3084 1555- 1333, 1050
1404
21 3409 | 3282 3067 3163, 2935, - - 1572- 1322, 1178
2853 1407
22 3415 | - 3020 2925, 2846 - 1636 1574- 1339, 1250,
1333 1049

D’aprés le Tableau I11.6, nous remarquons 1’absence de la bande d’absorption a 1689 cm™
(caractéristiqgue a la liaison C=0 de la flavanone 1) pour les tous les produits 2-22 ainsi
’apparition d’une nouvelle bande entre 1601-1636 cm™ caractéristique a la double liaison C=N,
cela montre bien la formation des iminoflavanes 2-13. Souf les produits 8 et 21 qui porte une fonction

imine dans le cycle thiazole et le cycle pyridine respectivement.

Les composés 17-22 sont caractérisés par 1’existence d’une fonction amine (C-N), leurs
bandes d’absorptions sont observées & 1310-1369 cm™, ce qui confirme I’existence des nouveaux

produits.

Les composes 3, 4, 6, 7, 12, 18 sont caractérisés par ’existence d’un groupement méthyl (CHs)
leurs bandes d’absorptions sont observées a 3037 jusqu’a 2927 cm™. En ce qui concerne les composés

10 et 19-22, ils sont caractérisés par la présence de la fonction Hydroxyl (OH) a 3409-3415 cm-.
111.4.2. Analyse par spectroscopie UV

L’analyse des spectres UV des produits 2-22 a été enregistrés dans le MeOH. Chaque produit
présente différents deplacements (bathochrome ou hypsochrome) sur les deux bandes (I et II) par
rapport a celles obtenus pour la molécule flavanone 1. Le Tableau I11. 7
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D’apres les résultats d’analyse spectroscopique UV, la flavanone 1 présente une bande maximal
caractéristique a 228 nm (Bande I1), et une autre vers 324 nm (Bande 1).la condensation de flavanone
par des amines primaire est caractérisé par les déplacements bathochromes de la bande | pour tous les
produits 2-15. La plupart des imines montre des déplacements hypochromes sur la bande Il. Sauf les
produits 4, 11, 14 et 15 présentes des déplacements bathochromes sur la bande II (AA=74 nm). la
réduction de la fonction carbonyle de flavanone est caractérisé par les déplacements bathochromes de
la bande | pour tous les produits 16-22. La plupart des amines montre des déplacements hypochromes

sur la bande I1I.

Tableau I11.7. Les bandes caractéristiques en UV pour les produits 1-22.

UV 4,,0,NM
Composé Bande I1 Bande |
1 228 324
2 276 320
3 268 322
4 289 325
5 265 320
6 270 321
7 270 320
8 273 316
9 274 320
10 260 314
11 256 325
12 276 322
13 271 315
14 276 325
15 276 350
16 253 321
17 253 321

18 252 319

46



Chapitre 03 Synthese des Dévives de Havanene |47

19 247 321
20 250 320
21 252 318
22 252 318

La bande (I1) pour le déplacement électronique (m—w*)

La bande (I) pour le déplacement électronique (n—7*)
111.4.3. Analyse spectral RMN'H et RMN!3C

Les résultats d’analyse de spectroscopie RMN*H et RMN3C sont donnés pour chaque composé

dans la partie expérimentale ci-dessous.

I11. 5. Interprétation des spectres

111.5.1. Analyse spectrale N-(2-thiazolyl) 4-iminoflavan 8
o Analyse IR
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Figure 111.2. Spectre IR de produit 8 ‘N-(2-thiazolyl) 4-iminoflavan’.

Les spectres IR fournissent des informations structurales importantes sur cette réaction de
condensation.
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Le spectre IR d’imino-flavane 8 présente des bandes d’absorption caractéristiques aux
vibrations d’élongation des liaisons : C=N, C=C et C-O, et I’absence de la bande d’absorption a 1689
cm™ qui correspond 4 la vibration d’élongation du groupement carbonyle C=0 en position C-4 de la
Flavanone, confirme la formation d’imino-flavane 8. Les bandes d’absorption correspondent a la
vibration de la liaison (C=N) pour le composé 8 apparie a 1612 cm™ . Les bandes d’absorption dues
aux vibrations d’élongation des protons de cycle thaizole ont été observées a une intensité forte vers
3024-2918 cm™.

o Analyse UV

L’étude des spectres UV pour le composé 8 montre une absorption maximale pour les deux
bandes (I et 1) pour le spectre enregistré dans le MeOH, donc la condensation nucléophile de 2-
aminothiazol sur la flavanone provoque un déplacement bathochrome dans la bande I avec AA= 45
nm, et un déplacement hypochrome dans la bande II avec AA= 08 nm par rapport a celle de la

flavanone.

o Analyse RMN!H

Figure 111.3. Spectre RMN*H de produit 8.

L’analyse spectroscopie RMNH d’iminoflavane 8 montre la présence:
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o des signaux deblindés vers 7.48-7.36 ppm correspondant aux C-H aromatiques du cycle B (H-

2°,3°,4°,5%) et H-5 de cycle A

o Deux picsa 7.07 ppm et 7.03 ppm caractérisé les protons en position 6 et 7 dans le cycle A.
o Un signal vers 7.93 avec une intégration de 1 proton H correspond au H-8

o deux singuliers apparient a 7.95 ppm et a 7.52 ppm correspond respectivement aux protons

aromatiques H-4" et H-5" dans le cycle thaizole.

o Un doublet de doublet & 5.50 ppm avec une intégration de 1 proton H correspond au H-2

carbone asymétrique.

o Deux doublets de doublets qui s’intégrent pour 2 protons H apparaissant respectivement a 3.12

et 2.91 ppm correspondent aux H-3°, H-3% deux protons diastéréoisotopique.

111.5.2. Analyse spectral de N-(m-Chloro-phenyl) 4-aminoflavan 17

Synthese des Dévives de Favanene

o Analyse IR
8 - EpEC———— L i 0
l‘\‘m-\l\ B . ﬁb’,/v, llq J' |.| " Ir ‘\‘ ||L
2 - N [J” " 'ﬂ T’! ! | r'
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Figure 111.4. Spectre IR de produit 17 ‘N-(m-Chloro-phenyl) 4-aminoflavan’.

La structure de N-(m-Chloro-phenyl) 4-aminoflavan 17 a été confirmée par 1’analyse
spectroscopique IR enregistré en KBr, qui montre I’existence d’une bande d’absorption a intensité

faible vers v= 1322 cm correspondant a la vibration de groupement (C-N) et I’apparition d’une bande

49



Chapitre 03 Synthese des Dévives de Favanene

d’absorption attribuée a la vibration de groupement (C=N). La bande d’absorption observée a 3375
cm-+est correspond a la vibration d*élongation de la liaison (N-H), alors que la vibration d’élongation
des groupements fonction (C-O) et (C=C) ont une bande d’absorption large environ 1178 cm-et 1572-
1407 cm-.

o Analyse UV

L’étude de spectre UV pour le N-(m-Chloro-phenyl) 4-aminoflavan 17 montre des bandes d’absorption

maximales a 253 nm (Bande Il), et a 321 nm (Bande 1), avec des déplacements bathochromes.

o Analyse RMN!H
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Figure 111.5. Spectre RMNH de produit 17.
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L’analyse spectroscopie RMN1H N-(m-Chloro-phenyl) 4-aminoflavan 17 montre la présence de:

o Des signaux déblindés vers 7.47-7.39 ppm correspondant aux C-H aromatiques du
cycle B (H-2°,3,4°,5°,6).

o Deux pics a 7.09 ppm et 7.01 ppm caractérisé les protons en position 6 et 8 dans le
cycle A.

o deux singuliers apparient a 6.98 ppm et a 6.99 ppm correspond respectivement aux protons
aromatiques H-3"" et H-6"".

o Un doublet de doublet a 5.45 ppm avec une intégration de 1 proton H correspond au H-2 carbone
asymétrique.

o Deux doublets de doublets qui s’intégrent pour 2 protons H apparaissant respectivement a 2.98 et

2.79 ppm correspondent aux H-3° H-32 deux protons diastéréoisotopique

111.5.2. Analyse spectral de 2-Phenyl-4-(pyridin-2-yl)chroman-4-ol 22
o Analyse IR
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Figure 111.6. Spectre IR de produit 22 ‘2-Phenyl-4-(pyridin-2-yl)chroman-4-ol’.
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L’analyse spectrale IR de ce composé montre la présence d’une bande d’absorption
due & la vibration des liaisons (C-C) et (C=C) vers v= 1250 cm™ et v= 1574-1332 cm™, et une bande
d’absorption a v= 1049 cm™ correspond a la vibration de la liaison (C-O), alors que la

vibration d’élongation de groupements hydroxyle est une bande d’absorption vers v=3415cm™.

o Analyse UV
L’analyse spectroscopique UV du produit 22 enregistré dans le MeOH montre une bande
d’absorption maximale apparait a 252 nm (effet bathochrome) de la bande II, et une autre bande

d’absorption a intensité réduite de la bande I a 318 nm (effet hypsochrome).

o Analyse RMN!H
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Figure 111.7. Spectre RMNH de produit 22.
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o Des signaux déblindés vers 7.65-7.57 ppm correspondant aux C-H aromatiques du cycle B (H-
2°,3°,4°,5°,6°).

o Deux singuliers apparient & 9.0 et 7.68 ppm correspond respectivement aux protons
aromatiques H-3"" et H-5%.

o Un doublet de doublet a 5.45 ppm avec une intégration de 1 proton H correspond au H-2
carbone asymétrique.

o Deux doublets de doublets qui s’intégrent pour 2 protons H apparaissant respectivement a 3.08
et 2.98 ppm correspondent aux H-3°, H-3? deux protons diastéréoisotopique.

o Un signal singulier vers 5.45 ppm correcependant aux OH.

111.6. Conclusion :

Notre laboratoire s’intéresse a la synthése de molécules biologiquement actives a partir de
molécules naturelles tel que la flavanone, Nous avons choisi dans ce travail la synthese de dérivés des
amines et des imines parce que ce type de syntheése se déroule dans des conditions opératoires simples,
a une température ambiante de sorte rapide et efficace avec minimum de temps et avec trés bons a

excellent rendement.

Nous avons développé de nouvelles syntheses simples a partir de la molécule flavanone. Ces
syntheses sont basées sur des réactions de condensations et de réduction en utilisant comme réactifs
des amines primaires et la pyridine. Ceci nous a permis de préparer Vingt-et-un nouveaux dérivés de
flavanone. Tous les produits obtenus sont analysés et caractérisés par des méthodes spectroscopie IR,
UV, RMN!H et RMN®C. Ces molécules portent un ou deux centre chiraux, ce qui nous a conduit a
effectuer en modes chromatographiques ; la séparation d’énantiomeéres et des diastéréoisomeéres par

CLHP en utilisant les PSCs a base de polysaccharides.
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I11.7. Partie expérimental

+ Flavanone (1)

Masse Molaire : 244.25 g/mole (C1sH120>).

Aspect : poudre blanche.

Point de fusion : 89-90°C.

UV ABMF hm: 228, 324.

IR vmax, kBr cm: 1689 (C=0), 1503)-1498(C=C), 1148 (C-0).

RMN!H (400MHz, CDCls, J3, J2 Hz) & en ppm: 7.93(1H, dd, 2.8, 0.8, H-8), 7.53-7.36 (5H, m, H-
2°,3°.4°.5%), 7.05(2H, m, H-6, 7), 5.46(1H, dd, 2.8, 3.2, H-2), 3.08(1H, dd, 2.8, 13.6, H-3"), 2.87(1H,
dd, 3.2, 13.4, H-3%)

RMNZC (100MHz, CDCIs) & en ppm: 191.9(C-4), 161.5(C-9), 138.7(C-1"), 136.1(C-8), 128.8(C-
3°,5%), 127.0(C-6, 4°), 126.1(C-2",6"), 121.6(C-5), 120.9(C-7), 118.1(C-8), 77.3(C-2), 44.6(C-3).

+ N-Phényl 4-iminoflavane (2)

Ce produit est préparé¢ a partir de flavanone (0.12 g; 0.5 mmol) et de I’aniline (0.16 g; 0.5
mmol).purification de produit par CLC dans le systéme de solvant acétate d’éthyle cyclohexane (20 :
80 VIV)

NI

2 O
Masse Molaire : 299.13 g/mole (C21H17NO).
Rendement : 66%.
Aspect : poudre jaune.
Point de fusion : 89-90°C.
UV ABMF hm: 276, 320.
IR vmax, k8r cm: 3078 (=CH), 1607 (C=N), 1547-1498(C=C), 1142 (C-0).
RMN'H (400MHz, CDCls J3, J2 Hz) & en ppm: 7.87 (1H, d, 8.02, H-5), 7.83 (1H, dd, 7.3, 8.1, H-
7), 6.96 (1H, dd, 8.02, 7.3, H-6), 7.57 (2H, dd, 6.4, 2.8, H-2’, 6°), 7.53 (1H, dd 6.4, 6.3, H-4"), 7.53
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(2H, dd, 6.3, H-3", 5°), 6.81 (1H, d, 8.1, H-8), 7.13 (2H, dd, 6.3, 6.4, H-3”, 5), 6.75 (1H, dd, 6.3, 6.4,
H-47), 6.63 (2H, dd 6.4, 2.7, H2”, 67), 5.40 (1H, dd, 3.2, 2.8, H-2), 2.99 (1H, dd, 2.8, 13.6, H-3%), 2.77
(1H, dd, 3.2, 13.6, H-39).

RMNC (100MHz, CDCl3) § en ppm: 165.7 (C-4), 163.4 (C-5), 156.7, (C-7), 131.7 (C-6) 131.5 (C-
8), 143.0 (C-9), 127.2 (C-10), 126.6 (C-1°), 138.7 (C-2"), 138.7 (C-6'), 128.5 (C-3’), 1285 (C-5")
129.6 (C-4), 77.4 (C-2), 44.6 (C-3), 146.5, (C-1%), 115.0 (C-2%), 115.0 (C-6%), 118.3 (C-4), 129.2
(C-39), 129.2 (C-5%).

+ N-Propyl imine-4-flavane (3)

Ce produit est préparé a partir de la flavanone (0.3 g; 1.3 mmol) et de le propylamine (0.07
g; 1.3 mmol). Purification de produit par CLC dans le mélange de solvant acétate d’éthyle cyclohexane

(20: 80 VIV)
O @] O

I
3 N~

Masse Molaire : 265.15 g/mole (C1sH1sNO).

Rendement : 52%.

Aspect : poudre vert.

Point de fusion : 74-80°C.

UV ARME hm: 265, 320.

IR vmax, ker cmL: 1607 (C=N), 1547-1519 (C=C), 1142 (C-0).

+ N-Tertbutyl 4-iminoflavane (4)

Ce produit est préparé a partir de la flavanone (0.3 g; 1.3 mmol) et de le terbutylamine
(0.09 g ; 1.3 mmol). Purification de produit par CLC dans le mélange de solvant acétate d’éthyle
cyclohexane (20 : 80 V/V)

Masse Molaire : 279.16 g/mole (C19H21NO).
Rendement : 83%.

Aspect : poudre ce couleur verte.

Point de fusion : 72-74°C.
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UV APMF nm: 265, 320.

IR vmax, ker cmL: 3084 (=CH), 2960-2860 (CH3), 2919 (CHs), 1607 (C=N), 1547-1498(C=C), 1105
(C-0),

RMN!H (400MHz, CDCl3 J3, J2 Hz) § en ppm: 7.87 (1H, d, 8.02, H-5), 7.83 (1H, m, H-7), 6.96
(1H, d, H-6), 7.57 (2H, d, H-2', H-6"), 7.53 (1H, m, H-4"), 7.31 (2H, d, H-3, 5'), 6.81 (1H, d, H-8),
5.40 (1H, dd, 3.2, 2.8, H-2), 2.99 (1H, dd, 2.8, 13.6 Hz, H-3%), 2.77 (1H, dd, 3.2, 13.6 Hz, H-3%), 1.30
(9H, m, 3CH3).

RMN3C (100MHz, CDCls) § en ppm: 165.7 (C-4), 163.4 (C-5), 156.7 (C-7), 131.7 (C-6), 131.5 (C-
8), 143.0 (C-9), 127.2 (C-10), 126.6 (C-1'), 138.7 (C-2'), 138.7 (C-6'), 128.5 (C-3'), 128.5 (C-5') 129.6
(C-4'), 77.4 (C-2), 52.1 (C-17), 44.6 (C-3), 30.1(3CH3).

+ N-(p-Chloro-Phenyl) 4-iminoflavan (5)

Ce produit est préparé a partir de la flavanone (0.3 g; 1.3 mmol) et le 4-Chloroaniline (0.14
g ; 1.3 mmol). Purification de produit par CLC dans le systeme acétate d’éthyle/chloroforme (10:90
VIV).

Masse Molaire : 333.5 g/mole (C21Hi1sNOCI).

Rendement : 85%.

Aspect : poudre marron foncé

Point de fusion : 72-73°C.

UV ARME hm: 265, 320.

IR vmax, k8r cm™: 3060 (=CH arom), 2918 (CH2), 1601 (C=N), 1579-1498 (C=C), 1148 (C-O).

RMN!H (400MHz, CDCl3 J3, J2 Hz) & en ppm: 7.85 (1H, d, H-5), 7.80 (1H, dd, H-7), 7.58 (2H, dd,
6.1, 2.3, H-2', 6'), 7.54 (1H, dd, 6.2, 6.3, H-4"), 7.33 (2H, dd, 6.1, 6.2, H-3', 5", 7.01 (1H, dd, 5.9, 6.1
H-5"), 6.69 (1H, d, 6.1, H-2"), 6.55 (1H, d, 2.3, H-3"), 6.43 (1H, dd, 6.2, 2.3, H-6"), 6.96 (1H, dd, 6.1,
6.4, H-6), 6.81 (1H, d, 6.1, H-8), 5.38 (1H, dd, 2.8, 3.2, H-2), 2.96 (1H, dd, 3.2, 13.6, H3Y), 2.76 (1H,
dd, 2.8, 13.6, H-39).

RMNZC (100MHz, CDCls) & en ppm: 164.6 (C-4), 163.6 (C-5), 156.3 (C-7), 132.0 (C6), 131.7 (C-
8), 143.4 (C-9), 127.6 (C-10), 126.4 (C-1"), 138.5 (C-2'), 138.5 (C-6'), 128.4 (C-3"), 128.4 (C-5), 129.3
(C-4'), 77.8 (C-2), 4.4 (C-3), 148.1 (C-1"), 102.1 (C-4"), 159.8 (C-3"), 107.6 (C-2"), 130.4 (C-5"),
104.0 (C-6").
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+ N-(2-Me Phenyl) 4-iminoflavan (6)
Ce produit est préparé a partir de la flavanone (0.3 g ; 1.3 mmol) et le O-Toluidine (0.14 g ; 1.3
mmol). Purification de produit par CLC dans le systeme acétate d’éthyle/chloroforme (10 : 90 V/V)

CC

e

Masse Molaire : 313.15 g/mole (C23H1sNO).

Rendement : 60%.

Aspect : solide jaune.

Point de fusion : 84-85°C.

UV ABME hm: 270, 321.

IR vmax, ker cm: 3086 (=CH arom), 2960 (CHs), 1605 (C=N), 1547-1498 (C=C), 1142 (C-O).

RMN!H (400MHz, CDCls J3, J2 Hz) & en ppm: 7.89-7.80 (3H, m, H-7,8,9), 7.57-7.50 (3H, m, H-
3°,4°,5%), 7.46 (1H, m, H-3”), 7.33-7.14 (3H, m, H-2",6",4”), 6.98 (1H, d, 1.2, H-6), 6.67 (2H, m, H-
27,6”), 5.38 (1H, dd, 2.8, 3.2, H-2), 2.96 (1H, dd, 3.2, 13.6, H3), 2.76 (1H, dd, 2.8, 13.6, H-3?), 2.03
(3H, s, 27-CHj3).

RMN®C (100MHz, CDCIz) 8 en ppm: 191.9 (C-9), 163.6 (C-17), 156.1 (C-4), 145.4 (C-57), 138.7
(C-1°), 130.7 (C-6, 8), 129.4 (C-3”), 128.3 (C-3°,5"), 127.1 (C-4’), 126.8 (C-2°,6"), 121.6 (C-4"),
117,1-120.9 (C-8,6,5,2”,6), 77.3 (C-2), 44.6 (C-3), 29.7 (C-77).

+ N-(m-Methoxy phenyl) 4-iminoflavan (7)
Ce produit est prépareé a partir de la flavanone (0.3 g ; 1.3 mmol) et le o-Anisidine (0.16 g ; 1.3 mmol).
Purification de produit par CLC dans le systéme acétate d’éthyle/chloroforme (10 : 90 V/V)

Masse Molaire : 313.15 g/mole (C2:H1sNOy).

Rendement : 88%.

Aspect : solide jaune.

Point de fusion : 146-147 °C.

UV ABMF hm: 276, 322.

IR vmax, ker cm™: 3067 (=CH arom), 2960 (CHz3), 1604 (C=N), 1547-1491 (C=C), 1178, 1142 (C-O).
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RMN!H (400MHz, CDCls J3, J2 Hz) § en ppm: 7.88 (LH, d, H-5), 7.84 (1H, dd, H-7), 7.56 ( 2H,
dd, H-2°,6"), 7.53 (1 H, dd, H-4"), 7.33 (2H, dd, H-3, H-5), 6.21 (1H, d, H-2”), 6.35 ( 1H, dd, H-4”),
7.05 (1H, dd, H-5”), 6.24 (1H, dd, H-6"), 6.96 (1H, dd, H-6), 6.83 (1H, d, H-8), 5.33 (1H, dd, 2.8, 3.2,
H-2), 2.91 (1H, dd, 3.2, 13.6, H3Y), 2.77 (1H, dd, 2.8, 13.6, H-3%), 3.71 (3H, s, 3"~O-CH3).

RMN3C (100MHz, CDCls) § en ppm: 164.8 (C-4), 163.5 (C-5), 156.1 (C-7), 131.7 (C-6) 131.7 (C-
8), 143.7 (C-9),127.6 (C-10), 126.7 (C-1°), 138.9 (C-2'), 138.9 (C-6'), 128.4 (C-3'), 128.4 (C-5°) 129.6
(C-4), 77.3 (C-2), 44.6 (C-3), 148.1 (C-1%), 101.0 (C-2%), 160.7 (C-3%), 107.9 (C-4*),130.0 (C-5%),
103.8 (C-6%).

+ N-(2-thiazolyl) 4-iminoflavan (8)

Ce produit est préparé a partir de la flavanone (0.3 g ; 1.3 mmol) et le 2-Aminothiazol (0.13 9 ; 1.3
mmol). Purification de produit par CLC dans le systéme acétate d’éthyle/chloroforme (10 : 90 V/V)

CC

I
g N =N

)W
Masse Molaire : 206.08 g/mole (C1gH14N20S).
Rendement :15%.
Aspect : solide marron.
Point de fusion : 98-100°C.
UV ABMF nm: 273, 316.
IR vmax, krcm: 1612, 1578 (C=N), 1577-1497 (C=C), 1148 (C-O).
RMN'H (400MHz, CDCls J3, J2 Hz) & en ppm: 7.95 (1H, d, 1.6, H-4), 7.93 (1H, m, H-8), 7.48-
7.36 (5H, m, H-5, 2°,3°.4°,5”), 7.52 (1H, d, 1.6, H-57), 7.07-7.03 (2H, m, H-6,7), 5.50 (1H, dd, 2.8,
3.2, H-2), 3.12 (1H, dd, 2.8, 10.4, H-3), 2.91 (1H, dd, 3.2, 10.8, H-39).
RMN3C (100MHz, CDCIs) & en ppm: 192.0 (C-4), 161.6 (C-2”, C-10), 138.7 (C-1), 136,2 (C-9),
128,8-126,2 (C-2°,3°,4°,5,6,6, 8), 121-120 (C-7,5),118(C-5"), 79.6 (C-3), 44.7(C-2).

+ N-(m-Chloro-Phenyl) 4-iminoflavan (9)
Ce produit est préparé a partir de la flavanone (0.3 g ; 1.3 mmol) et le 3-Chloroaniline (0.17 g ; 1.3
mmol). Purification de produit par CLC dans le systéme acétate d’éthyle/chloroforme (10 : 90 V/V)
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Masse Molaire : 304,5 g/mole (C2H1sNCI)

Rendement : 75%.

Aspect : solide jaune.

Point de fusion : 76-77 °C.

UV APME nm: 274, 320.

IR vmax, kBr cm™: 3084 (=CH arom), 2960-2960 (CH, CH>), 1606 (C=N), 1547-1498 (C=C), 1153
(C-0).

RMN!H (400MHz, CDCls J3, J2 Hz) § en ppm: 7.85 (1H, d, H-5), 7.80 (1H, dd, H-7), 7.58 (2H, dd,
6.1, 2.3, H-2’, H-6"), 7.54 (1H, dd, 6.2, 6.3, H-4"), 7.33 (2H, dd, 6.1, 6.2, H-3’, H-5), 7.01 (1H, dd,
5.9, 6.1 H-5"), 6.69 (1H, d, 6.1, H-4”), 6,55 (1H, d, 2.3, H-2"), 6.43 (1H, dd, 6.2, 2.3H-6"), 6.96 (1H,
dd, 6.1, 6.4, H-6), 6.81 (1H, d, 6.1, H-8), 5.38 (1H, dd, 2.8, 3.2, H-2), 2.96 (1H, dd, 3.2, 13.6, H3"),
2.76 (1H, dd, 2.8, 13.6, H-32).

RMNC (100MHz, CDCls) & en ppm: 164.6 (C-4), 163.6 (C-5), 156.3 (C-7), 132.01 (C-6), 131.7
(C- 8), 143.4 (C-9), 127.6 (C-10), 126.4 (C-1°), 138.5 (C-2°), 138.5 (C-6"), 128.4 (C-3"), 128.4 (C-5"),
129.3 (C-4°), 77.8 (C-2), 44.4 (C-3), 148.17 (C-1%), 102.1 (C-2*), 159.85 (C-3“), 107.6

(C-4%), 130.4 (C-5%), 104.01 (C-6%).

+ N-( Hydroxyl-Phenyl) 4-iminoflavan (10)
Ce produit est préparé a partir de la flavanone (0.3 g; 1.3 mmol) et le 4-Aminophenol (0.14 g ; 1.3
mmol). Purification de produit par cristallisation.

Masse Molaire : 315.13 g/mole (C19H21NO).

Rendement : 70%.

Aspect : poudre noire.

Point de fusion : 138-139°C.

UV ABMF hm: 260, 314.

IR vmax, kBr cm: 3412(0OH), 1612 (C=N), 1547-1498 (C=C), 1093 (C-0).

RMNH(400MHz, CDCIs J3, J2 Hz) & en ppm: 12.80 (1H, s, 4”-OH), 7.89 (1H, m, H-8), 7.42( 6H,
m, H-2°,3".4°,5°,6°,7), 7.04 (1H, m, H-6), 6.98 (4H, m, H-2",3",5”.67), 5.41 (1H, dd, 2.5, 13.2, H-2),
3.05 (1H, dd, 3.6, 2.8, H-3%), 2.85 (1H, dd, 3.6, 2.8, H-39).

RMNZC (100MHz, CDCIls) & en ppm: 165.7 (C-4), 163.4 (C-4""), 156.7 (C-7), 131.7 (C-6) 131.5
(C-8), 143.01 (C-9), 127.2 (C-10), 126.6 (C-1"), 138.7 (C-2"), 138.7 (C-6"), 128.5 (C-3"), 128.5 (C-5")
129.6 (C-4"), 77.4 (C-2), 44.6 (C-3), 146.5 (C-1"), 115.0 (C-2"), 115.0 (C-6"), 129.2 (C-3"), 129.2 (C-
5").
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+ N- (2-Naphtyl) 4-iminoflavan (11)

Ce produit est préparé a partir de la flavanone (0.3 g; 1.3 mmol) et le 1-Naphthylamine (0.19g; 1.3
mmol). Purification de produit par cristallisation.

Masse Molaire : 315.13 g/mole (C2sH1sNO).

Rendement : 22%.

Aspect : poudre jaune

Point de fusion : 50-53°C.

UV APMF nm: 276, 325.

IR vmax, kBr cm: 3088(=CH), 2926-2856 (CH arom) 1611 (C=N), 1554-1498 (C=C), 1051 (C-0O).
RMN!H(400MHz, CDCls3 J3, J2 Hz) & en ppm: 7.96 (1H, d, 6.3, H-5), 7.93 (1H, dd, 6.4, 6.3, H-7),
7.51(2H,dd,6.1,2.7,H-6’,2"), 7.48 (1H, dd, 5.9, 6.1, H-4°) 7.37 (2H, dd, 6.1, 6.1, H-3", 5°), 7.13 (1H,
dd, 6.3, 6.4, H-6), 7.06 (1H, d, 6.3, H-8), 5.41 (1H, dd, 2.8, 3.2, H-2), 3.26 (1H, dd, 2.8, 10.4, H-3"),
2.93 (1H, dd, 3.2, 10.8 , H-3%), 6.79 (1H, d, 2.3, H-1"), 6.75 (1H, dd, 2.3, 8.4, H-3"), 7.51 (d, 8.4 Hz,
H-4), 7.55 (1H, d, 8.25, H-5”), 7.09 (1H, dd, 8.4, 6.9, H-6"), 7.23 (1H, dd, 6.9, 8.55, H-7”), 7.50 (1H,
d, 8.55, H-8)

RMNC (100MHz, CDCl3) § en ppm: 165.7 (C-4), 163.3 (C-5), 156.1, (C-7), 132.7 (C-6) 132.7 (C-
8), 143.7 (C-9),127.5 (C-10), 126.7 (C-1°), 138.85 (C-2°), 138.1 (C-6’), 128.7 (C-3), 128.4 (C-5")
129.3 (C-4’), 111.57 (C-1%), 140.76 (C-2%), 119.95 (C-3%), 129.04 (C-4), 127.58 (C-5%), 123.40 (C-
6 ), 126.35 (C-7%), 126.43 (C-8), 134.57 (C-9), 129.1, (C-10).

+ N-(m-Methoxy phenyl) 4-iminoflavan (12)
Ce produit est préparé a partir de la flavanone (0.3 g; 1.3 mmol) et le p-Anisidine (0.18 g ; 1.3 mmol).
Purification de produit par cristallisation.

Masse Molaire : 313.13 g/mole (C21H1sNO).
Rendement : 88%.

Aspect : poudre jaune

Point de fusion : 50-53°C.
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UV APMF nm: 276, 322.

IR vmax, kar cML: 3067(=CH), 2927-2853 (CH arom) 1609 (C=N), 1553-1491 (C=C), 1178, 1077 (C-
0).

RMN!H(400MHz, CDCl3 J3, J2 Hz) & en ppm: 7.88 (1H, d, H-5), 7.84 (1H, dd, H-7), 7.56 (2H, dd,
H-2°, H-6"), 7.53 (1H, dd, H-4"), 7.33 (2H, dd, H-3", H-5), 6.21 (1H, 1d, H-2”), 6.35 (1H, dd, H-4"),
7.05 (1H, dd, H-5”), 6.24 (1H, dd, H-6), 6.96 (1H, dd, H-6), 6.83 (1H, d, H-8), 5.33 (1H, dd, 2.8, 3.2,
H-2), 2.91 (1H, dd, 3.2, 13.6, H3?), 2.77 (1H, dd, 2.8, 13.6, H-3%), 3.71 (3H, s, 3”~O-CH3).

RMNC (100MHz, CDCls) § en ppm: 164.8 (C-4), 163.5 (C-5), 156.1 (C-7), 131.7 (C-6) 131.7 (C-
8), 143.7 (C-9),127.6 (C-10), 126.7 (C-1°), 138.9 (C-2°), 138.9 (C-6"), 128.4 (C-3), 128.4 (C-5’) 129.6
(C-4%), 77.3 (C-2), 44.6 (C-3), 148.1 (C-1%), 101.0 (C-2 %), 160.7 (C-3%), 107.9 (C-4),130.0 (C-5%),
103.8 (C-6 ).

+ N-Furfuryl 4-iminoflavan (13)
Ce produit est préparé a partir de la flavanone (0.3 g; 1.3 mmol) et le Fufuralamine (0.12 g ; 1.3
mmol). Purification de produit par cristallisation.

O O O

D
13 N o
Masse Molaire : 313.13 g/mole (C21H1sNOy).
Rendement : 98%.
Aspect : poudre marron
Point de fusion : 100-102°C.
UV ARMF hm: 271, 315.
IR vmax, ker cm*: 3087(=CH ar), 2926-2851 (CH, CH2), 1609 (C=N), 1554-1491 (C=C), 1157, 1215
(C-0).
RMN!H(400MHz, CDCl3 J3, J2 Hz) & en ppm: 7.93 (1H, d, 6.3, H-5), 7.93 (1H, dd, 6.1, 6.2, H-7),
7.50 (2H, dd, 6.3, 2.6, H-2°, H-6°), 7.49 (1H, dd, 6.1, 5.9, H-4°), 7.38 (2H, dd, 6.1, 6.2, H-3’, 5°), 7.10
(1H, dd, 6.2, 6.3, H-6), 7.06 (1H, d, 6.1, H-8), 5.42 (1H, dd, 2.8, 3.2, H-2), 3.16 (1H, dd, 2.8, 10.4, H-
3%), 2.89 (1H, dd, 3.2, 10.8, H-3%), 7.69 (1H, d, 6.3, H-3"), 6.60 (1H, dd, 6.7, 6.3 H-4”), 7.26 (1H, d,
6.7, H-5"), 3.39 (s, 17-CH>).

RMNC (100MHz, CDCl3) § en ppm: 165.7 (C-4), 163.3 (C-5), 156.12 (C-7), 132.7 (C-6) 132.7 (C-
8), 143.7 (C-9),127.5 (C-10), 126.7 (C-1°), 138.85 (C-2°), 138.1 (C-6’), 128.7 (C-3), 128.4 (C-5")
129.3 (C-4’), 111.5(C-1), 140.7 (C-2 ), 119.95 (C-3%), 129.04 (C-4), 127.5 (C-5%), 123.4 (C-6 *),
126.3 (C-7 %), 126.4 (C-8),134.5 (C-9), 129.1 (C-10), 78.0 (C-2), 43.6 (C-3), 152.1 (C-2%), 105.5 (C-
39), 110.3 (C-4%), 140.8 (C-5%), 17.3 (C-1).
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+ N-(S)- (-)-a-Methylbenzyl 4-iminoflavane (14)

Ce produit est préparé a partir de la flavanone (0.2 g ; 0.8 mmol) et de le (S)- (-)-0-
Methylbenzylamine (0.10 g ; 0.8 mmol). Purification de produit par cristallisation.

I
N
14

Masse Molaire : 327.16 g/mole (C23H21NO).

Rendement : 72%.

Aspect : Poudre marron jaunatre.

Point de fusion : 56-60°C.

UV ABME hm: 276, 325.

RMNH(400MHz, CDCIs J3, J2 Hz) § en ppm: 7.93(1H, d, 1.6, H-8), 7.51-7.26(10H, m, H-
7,2°,3°,4°,5°,6°,27,37,57,6”), 7.13(1H, d, H-5), 6.85(1H, d, H-6), 4.16(1H, m, H-7”), 3.51(1H, dd, H-
2), 3.13(1H, dd, 13.2, 3.6, H-3"), 2.91(1H, dd, 13.2, 2.8, H-3%), 1.26(3H, m, CHy).

RMN?3C (100MHz, CDCI3) § en ppm:161.5(C-4), 159.5(C-10), 144.1(C-1"), 138.7(C-1"), 132.2-
132.6(C-6,8), 129.4-128.1(C-3°,5°,3",5”), 127.3-127.0(C-2’,4°,6), 126.5-126.0(C-27,6), 125.7(C-
4, 124.9(C-5), 121.4(C-7), 118.1(C-9), 77.3(C-2), 65.8(C-7"), 30.9(C-3), 25.3(7”-CHa).

+ N1-(2-phenylchroman-4-ylidene)benzene-1,4-diamine (15)

Ce produit est préparé a partir de la flavanone (0.2 g; 0.8 mmol) et de le P-Phenylenediamine
(0.08 g ; 0.8 mmol). Purification de produit par cristallisation.

Masse Molaire : 315.13 g/mole (C21H19N20).

Rendement : 87%.

Aspect : Poudre marron jaunatre.

Point de fusion : 80-82°C.

UV ABMF hm: 276, 350.

RMNH(400MHz, CDCls J3, J2 Hz) § en ppm: 7.58 (1H, dd, 7.3, 8.1, H-7), 7.41 (1H, dd, 8.02, 7.3,
H-6), 7.38 (5H, m, H-2°,3°.4".5", 6°), 7.33 (2H, dd 6.4, 2.7, H2”, 6”), 7.26 (1H, d, 8.1, H-8), 6,98 (1H,
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d, 8.02, H-5), 6.63 (2H, dd, 6.3, 6.4, H-3”, 57), 5.32 (2H, s, 4”-NHy), 5.0 (1H, dd, 3.2, 2.8, H-2), 2.20
(1H, dd, 2.8, 13.6, H-3%), 1.9 (1H, dd, 3.2, 13.6, H-3%).

RMNC (100MHz, CDCls) & en ppm: 157.2 (C-9), 150.8 (C-4), 146.9 (C-4), 141.3 (C-1%),138.3
(C-1°),131.6 (C-5), 131.4 (C-7), 128.5 (C-3"), 128.5 (C-5"), 127.6 (C-4"), 127.7 (C-2"), 127.1 (C-
6),123.0 (C-2%), 123.0 (C-6%), 120.4 (C-6), 117.3 (C-10), 114.8 (C-3%), 114.8 (C-5%). 114.5 (C-8),
83.4 (C-2), 38.8 (C-3),

+ N-phényle-amino-flavane

se
Jae

Masse Molaire : 299.13 g/mole (C21H17NO).
Rendement : 18%.

Aspect : poudre jaune.

Point de fusion : 77-78°C.

UV APMF nm: 253, 321.

#+ N-(m-Chloro-Phenyl) 4-aminoflavan (17)

CC
17 HN < i _ClI

Masse Molaire : 127.58 g/mole (CeHsCIN).
Rendement : 30%.

Aspect : poudre jaune.

Point de fusion : 78-79°C.

UV APMF - 253 321,

IR vmax, ker cmL: 3375 (N-H), 3067 (=CH ar), 2935 (C-H), 2853, 3002 (CH, CH2), 1572-1407(C=C),
1322 (C-N), 1178 (C-0), 697 (CH ar).
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RMNH(400MHz, CDCls J3, J2 Hz) & en ppm: 7.39-7.47 (5H, m, H-2’, 3°, 4° ,5° ,6), 7.09 (1H, d,
H-6), 7.01(1H, d, 8-H), 6.98(2H, m, H-3”,6), 5.45 (1H, dd, 2.9, 5.2, H-2), 4.03 (1H, m, H-1"), 3.08
(1H, m, 7.3, H-4), 2.98 (1H, dd, 5.2,7.3, 13.2, H-3%), 2.79 (1H, m, 2.9, 7.3, 13.2, H-3?).

RMNZC (100MHz, CDCl3) & en ppm: 161.4 (C-4), 163.5 (C-5), 156.1 (C-7), 131.7 (C-6) 131.7 (C-
8), 143.7 (C-9),127.0 (C-10), 126.7 (C-1"), 118.1 (C-2"), 138.9 (C-6'), 128.4 (C-3"), 128.4 (C-5') 118.14
(C-4"), 77.3 (C-2), 79.2 (C-3), 126.1 (C-1"), 101.00 (C-2"), 128.85 (C-3"), 107.9 (C-4"),130.0 (C-5"),
103.8 (C-6").

+ N-(m-Methoxyphenyl) 4-aminoflavan (18)

CC

HN 0]
18 \©/ ~N

Masse Molaire : 123.16g/mole (C7H9NO).
Rendement : 53%.

Aspect : poudre jaune pale.

Point de fusion : 76-77°C.

UV ABMF hm: 252, 319.

IR vmax, kar cmL: 3375 (N-H), 3050 (=CH ar), 2945 (C-H), 2863, 2980 (CHz, CHs), 1570-1480(C=C),
1188, 1120 (C-O), 698 (CH ar).

RMN!H(400MHz, CDCl3 J3, J2 Hz) & en ppm: 7.39-7.47 (5H, m, H-2", 3°, 4° ,5° ,6”), 5.45 (1H, dd,
J=2.9 & 5.2Hz, H-2), 4.03 (1H, m, H-17), 3.08 (1H, m, J= 7.3, H-4), 3.03 (3H, s, CH3), 2.98 (1H, dd,
J=5.2,7.3, 13.2 Hz, H-3%), 2.79 (1H, m, J=2.9, 7.3, 13.2 Hz, H-39).

RMNZ3C (100MHz, CDCls) & en ppm: 161.4 (C-4), 163.5 (C-5), 156.1 (C-7), 131.7 (C-6) 131.7 (C-
8), 143.7 (C-9),127.0 (C-10), 126.7 (C-1"), 118.1 (C-2"), 138.9 (C-6'), 128.4 (C-3"), 128.4 (C-5") 118.14
(C-4'), 77.3 (C-2), 79.2 (C-3), 126.1 (C-1"), 101.00 (C-2"), 128.85 (C-3"), 107.9 (C-4"),130.0 (C-5"),
103.8 (C-6").
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+ 2-phenyl-4-(phenylamino) chroman-4-ol(19)

Ce produit est prépareé a partir de flavanone (0.15g ; 0.6mmol) et de I’aniline (0.20g ; 0.6mmol).

L
OH

e

Masse Molaire : 301g/mole (C21H19NO).
Rendement : 96%.

Aspect : poudre blanc

Point de fusion : 86-87 °C

UV APMF nm: 247, 321.

IR vmax, ker cmL: 3416 (OH), 3063 (N-H), 3078 (=CH arom), 1547-1409 (C=C), 1369 (C-N), 1115
(C-0).

RMN!H(400MHz, CDClz J3, J2 Hz) § en ppm: 7.27-7.30 (2H, m, H-4°"6""), 6.87-6.98 (2H, d, H-
3,7%), 6.79 (1H, s, NH), 5.39 (1H, dd, 4.9, 5.2, H-2) ,3.08 (1H, dd, 4.9, 24.6 Hz, H-3%), 2.98 (1H, dd,
5.2, 24.6 H3P), 2.06 (1H, s, OH).

RMN3C (100MHz, CDCls) § en ppm: 191.9 (C-4), 163.4 (C-5), 156.7, (C-7), 120.9 (C-6) 131.5 (C-
8), 127.0 (C-9), 126.1 (C-10), 126.6 (C-1), 138.5 (C-2"), 138.7 (C-6'), 128.5 (C-3"), 128.5 (C-5") 129.6
(C-4"), 76.5 (C-2), 44.6 (C-3), 146.5, (C-1"), 128.7 (C-2"), 128.7(C-6"), 118.3 (C-4"), 118.1 (C-3"),
121.6 (C-5").

4+ 4-(3-chlorophenylamino)-2-phényl chroman-4-ol (20) :

Ce produit est préparé a partir d’une réaction entre la flavanone (0.3g ; 1.3mmol) et de 3-chloroaniline

(0.44g ; 1.3mmol),
CL l
OH

Masse Molaire : 335.5g/mole (C21H1sOCIN).
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Rendement : 98 %.

Aspect : marron (huileuse).

Point de fusion : 131-132°C.

UV ABMF nm: 250, 320.

IR vmax, kar cmt: 3412(OH), 3285(N-H), 3084 (=CH arom), 1555-1480(C=C), 1050 (C-O),

RMN!H(400MHz, CDCls J3, J2 Hz) § en ppm: 7.22 (1H,m, H-6>"), 7.02 (1H, d, H-5""), 6.92 (1H,
d, H-7>), 5.45 (1H, s, NH), 5.39 (1H, dd, 2.8, 7.8Hz, H-2) ,3.08 (1H, dd, 2.8, 13.2, , H-3?), 2.98 (1H,
dd, 7.8, 13.2, H3P), 2.06 (1H, s ,OH)

RMNC (100MHz, CDCls) § en ppm: 79.6 (C-4), 118.8 (C-5), 156.3 (C-7), 128.6 (C-6), 131.7 (C-
8), 143.4 (C-9), 127.6 (C-10), 126.4 (C-1"), 138.5 (C-2'), 138.5 (C-6'), 128.4 (C-3"), 128.4 (C-5), 129.3
(C-4"), 77.0 (C-2), 77.4(C-3), 136.4 (C-1"), 102.1 (C-2"), 118.8 (C-3"), 107.6 (C-4"), 128.6 (C-5"),
104.0 (C-6").

+ 4-(3-methoxphenylamino) 2-phényl chroman-4-ol (21)

Ce produit est préparé a partir de flavanone (0.3g ; 1.3mmol) et de m-anisidine (0.16g ; 1.3mmol).

CC

21 HN \O/O\

Masse Molaire : 331g/mole (C22H21NOy).
Rendement : 75%

Aspect : pate marron.

Point de fusion : 111-112°C

UV ABMF hm: 252, 318.

IR vmax, ker cmL: 3409(0H), 3282(N-H), 3067 (=CH ar), 2980 (CHs), 2935 (CH>), 2853 (CH), 1572-
1460(C=C), 1178(C-0),

RMN!H(400MHz, CDCls J3, J2 Hz) § en ppm: 7.33 (1H, d, H-5""), 7.18 (1H, m, H-6""), 6.27(1H,
d, H-3"), 6.23 (1H, s, NH), 5.45 (1H, s, OH), 5.39 (1H, dd, 7.2, 2.9, H-2), 3.71 (3H, s, CH3), 3.08 (1H,
dd, 7,2, 13.2, H-3%), 2.98 (1H, dd, 2.9, 13.2, H3?).
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RMNC (100MHz, CDCls) & en ppm: 191.6 (C-4), 163.5 (C-5), 101.1 (C-7), 76.5 (C-6) 131.7 (C-
8), 143.7 (C-9),127.0 (C-10), 126.7 (C-1"), 118.1 (C-2), 138.9 (C-6'), 128.4 (C-3"), 128.4 (C-5') 118.14
(C-4'), 44.6 (C-3), 118.1 (C-1"), 101.0 (C-2"), 101.1 (C-3"), 107.9 (C-4"),130.0 (C-5"), 103.8 (C-6").

+ 2-phenyl-4-(pyridin-2-yl)chroman-4-ol (22)

Masse Molaire : 123.16g/mole (C20H1sNO).

Rendement : 99%.

Aspect : poudre orange.

Point de fusion : 118-119°C.

UV ADMF - 252 318,

IR vmax, ker cmt: 3415(0H), 2925 (CHy), 2846 (CH), 1636 (C=N), 1574-1460 (C=C), 1049(C-O).

RMN!H(400MHz, CDClz J3, J2 Hz) & en ppm: 9,0 (1H,d, H3”), 7.68 (1H, m, H-5"), 7.65-7.57
(6H, m, H-2>,3°,4°,5°,6°,6"), 7.25 (1H, m, H-5), 6.19 (3H, m, H-6, 7, 8), 5.45 (1H, s, OH), 5.39 (1H,
ddJ=2.8 & 7.1Hz, H-2) , 3.08 (1H, dd, J=2.8 & 13.2Hz, , H-3%), 2.98 (1H, dd, J=7.1 & 13.2Hz, H3P).

RMN3C (100MHz, CDCls) & en ppm: 145.45(C-1"), 138.7 (C-3”), 136.37 (C-6""), 130 (C-5”), 129
(C-9), 128 (C-6, 2°, 57), 126.2 (C-T), 121.6 (C-4), 120,9 (C-6), 118.1 (C-8), 77 .44 (C-4), 76.98 (C-
2), 76.55 (C-3).
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IV. Introduction

En flavanones, Le C2 soutient un atome d'hydrogéne en plus du cycle phénolique B, et deux
atomes d’hydrogéne en C-3. Deux formes stéréoisomeriques de chaque structure de flavanone sont
possibles, puisque le C2 est un centre d'asymétrie. Figure 1V.1 En conséquence, le cycle B peut étre
dans la configuration (2S) - ou (2R). La grande majorité des flavanones isolés a partir des plantes
sont lévogyre ou (-) - (2S)- flavanones, parce que la réaction enzymatique catalysant la conversion

des chalcones en flavanones est steréospécifique [41, 113].

Figure IV.1 : Structure de base des flavanones.

L’obtention de ces composés présente un intérét clinique majeur vu leur activité athérosclérose,
anti-inflammatoire, anti-thrombose, anti-ostéoporose, anti-tumorale ...etc [28, 114, 115]. Bien que
I'analyse des énantioméres et des épimeres des flavanones chirales a été effectuée pendant plus de 20
ans et malgré les avantages thérapeutiques potentiel des flavanones chirales et I'importance de la
stéréoselectivité dans I’activité pharmacologique, 1’analyse chirale des flavanones reste un défi dans

les sciences chimiques, pharmaceutiques, et médicales.
IV.1. Objectif

L’objective de cette partie de travail repose sur 1’étude de la séparation chiral des dérives 4-

iminoflavanes, 4-aminoflavanes et 4-hydroxyflavanes par CLHP,

Ces molécules portent un ou deux centre chiral, ce qui nous a conduit a effectuer en deux modes
chromatographiques : en phase normal et en phase organique polaire; la séparation d’énantiomeres et
des diastéréoisomeres est fait par CLHP en utilisant les PSCs a base de polysaccharides. Nous

avant ensuit optimiser tous les conditions analytiques.
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IV.2. Chromatographie liquide a haute performance

Parmi les techniques chromatographiques dont la phase mobile est un liquide, la
chromatographie liquide haute performance (CLHP) est la plus connue. Son champ d’application
recouvre une grande partie du domaine de la chromatographie en phase gazeuse auquel s’ajoute celui
de I’analyse des composés thermosensibles ou de masses moléculaires a la fois trés grandes et méme
polaires. Son succés est di a la possibilité d’agir de manicre trés précise sur la sélectivité entre les
composés par le choix de la colonne et de la composition de I’¢luant, c’est-a-dire en exploitant les
interactions soluté/phase mobile/phase stationnaire. L’efficacité des colonnes est moindre qu’en CPG,
mais ’utilisation de phases chirales ou des nouvelles phases stationnaires opérant suivant plusieurs
modes, les techniques par appariement d’ions ainsi que d’interaction hydrophobe accroissent encore
plus les possibilités de la CLHP [11, 36, 118].

Notre travail expérimental nous a permis dans un premier lieu de comprendre les
principes de fonctionnement des modules constituant un systtme CLHP Schimadzu 20-A disponible

dans notre laboratoire.

IV.3. Conception générale d’un appareil de CLHP

Une installation de CLHP comporte divers modules spécialises, qui se présentent dans des

boitiers distincts ou intégrés dans un méme chassis pour des raisons de moindre encombrement

Ces modules sont reliés entre eux par ’intermédiaire de canalisations de trés faible diamétre
interne (0,1 mm) pour assurer la circulation de la phase mobile. Elles peuvent étre en acier inoxydable
ou en PEEK® (ou polyether-etherketone), un polymeére souple et coloré qui résiste aux solvants usuels,

méme sous des pressions élevées (350 bars) [11, 36, 116].

L’écoulement des faibles débits obéit a la loi de Poiseuille. La vitesse de la phase mobile est
maximum au centre des canalisations et nulle au contact des parois. Une dispersion des composés se
produit donc inévitablement. Pour améliorer les séparations on fait donc en sorte que le volume de

phase mobile hors-colonne soit le plus réduit possible (10 % du volume mort de la colonne) [116-118].
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IV.4. Présentation du systeme CLHP SHIMADZU LC 20-A

Depuis plus de 30 ans, SHIMADZU développe et commercialise des systémes HPLC réputés
pour leur précision et leur robustesse inegalées. SHIMADZU propose un large choix de modules et de

solutions :

Les modules LC série (LC-20A) sont utilisés avec les systemes de chromatographie liquide
haute performance (CLHP) de Shimadzu étudiés pour donner des analyses de haute précision et de

grande sensibilité [11].

1. Solvant Phase
mobile

)

2. Dégazeur

}

3. Pompe

'

4. Injecteur manuel

|

5. Colonne

}

6. Détecteur

\ 4

7. Réception d’égout

Figure 1V.2. Systtme CLHP SHIMADZU LC-20A isocratique

1. La phase mobile est extraite de la bouteille réservoir et pompée dans les tubulures.

2. Le dégazeur élimine l'air dissous de la phase mobile, empéchant la formation de bulles d'air et par
conséquent, toute élévation, dérive ou autre irrégularité de la ligne de base causée par l'air dissous.

3. Lapompe envoie la phase mobile dans l'injecteur manuel, la colonne et le détecteur (dans cet ordre)

et finalement dans le récipient d'égout.




Chapitre 04 La Séparation Chivale des Dénivés de Hlavanenes par CLHS

4. Des échantillons sont injectés dans le systeme par l'injecteur manuel avec une seringue.

5. La colonne contient la phase stationnaire qui définit le type de chromatographie, soit en phase
normale soit en phase inverse.

6. Un détecteur UV, (A =290 nm pour détecter la plupart des composes injectés), volume de cellule
12 L il permet de détecter les différents composés contenu dans 1’échantillon a analyser.

7. La phase mobile en provenance du détecteur s'écoule dans le récipient d’égout

1V.5. Identification des énantioméres

Les énantiomeres résolus sont identifiés en comparant leurs temps de rétention a ceux des
différents énantiomeres optiquement purs dans les conditions identiques. Si les énantiomeéres actifs
optiquement purs ne sont pas disponibles, alors l'identification des énantiomeéres résolus devrait

étre effectuée par le détecteur optique (dichroisme circulaire)[36].

IV.6. Calculs des facteurs chromatographiques

Apres réalisation de la sépartion chirale complete, le calcul des facteurs chromatographiques
est trés essentiel. Les facteurs les plus importants a calculer sont le facteur de rétention (k’), le facteur
de séparation (o), et le facteur de résolution (Rs) et les surfaces des pics pour les énantiomeres
résolus. Les valeurs de ces paramétres peuvent étre calculées par logiciel d’exploitation (Shimadzu®
LC solution) [11].

a) Temps de rétention

Un constituant est caractérisé par son temps de rétention tr, qui représente le temps écoulé entre
I’instant de 1’injection et celui qui correspond sur le chromatogramme au maximum du pic qui lui est
lié. Dans le cas idéal tr est indépendant de la quantité injectée. Un constituant non retenu sort de la
colonne au temps tv, appelé temps mort (désigné également par to) [104, 118]

b) Facteur de rétention k (ou de capacité)

Quand un composé de masse totale mr est introduit dans la colonne, il se répartit en deux
quantités : mym dans la phase mobile et ms dans la phase stationnaire. Si on ne change pas les
conditions opératoires, ces deux quantités demeurent constantes au cours de sa migration dans la

colonne. Leur rapport, appelé facteur de rétention, est indépendant de mt [104, 118].
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mg Cs Vs tr —tin

k, = = =
my  Cy-Vy tm

Le facteur de rétention, encore appelé facteur de capacité k, est un parametre trés important de
la chromatographie. Il est défini en régime isocratique. Ce n’est pas une constante, bien qu’il ne varie
pas avec le débit ou la longueur de la colonne, car il dépend des conditions opératoires. Pour
cette raison il est quelque fois désigné par k’ au lieu de k. Ce parametre rend compte de la faculté plus
ou moins grande de la colonne a retenir chaque composé (capacité). Dans la mise au point des
séparations on fait en sorte que k ne dépasse pas 10, afin de ne pas trop allonger le temps de passage
des composés [116, 117].

c) Facteur de séparation (sélectivité)

Le facteur de séparation o permet de préciser les positions relatives de deux pics
adjacents 1 et 2 sur un chromatogramme. Il ne peut, par définition, étre inférieur a 1. Il est défini par
la relation suivante [117]:

trz _tO _E
tr1 —to kg

Chaque composé a un facteur de rétention qui lui est propre. a a lui seul, ne permet pas de
savoir si la séparation est réellement possible. le facteur de séparation est d’environ 1,5 [104, 116,

118].
d) L’efficacité de colonne

Le nombre de plateaux théoriques est une mesure quantitative et théorique de la performance
d'une colonne chromatographique. Pour chaque étape d'optimisation, le nombre de plateaux

théoriques est exprimé par la formule suivante :

tr

N = 5.54(—2-)2

W1/2

w1/2 : largeur a mi-hauteur [118].
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e) Facteur de résolution

Pour traduire numériquement la plus ou moins bonne séparation entre deux composés, on utilise

le facteur de résolution Rs qui est calculé a partir du chromatogramme.

La résolution RS entre les pics 1 et 2, Cette valeur mesure la qualité de séparation et d'absence de
recouvrement entre les 2 pics considérés. C'est une fonction des trois caractéristiques (efficacité,

sélectivité et rétention), dont I'expression est [118]:

_tT‘Z_tTI_ k a—l\/ﬁ
ST witw, k+1 a 4

1V.7. Matériel et méthode

Dans notre travail nous avons étudié la séparation des énantiomeéres et des diastéréoisomeres
de flavanone et les quatorze dérivies des flavonanes par CLHP chirale en utilisant six colonnes chirales

a base de polysaccharides (cellulose et amylose) et I’étude de la séparation chirale de flavanone et les sept
dérivées de flavanone par CLHP. En utilisant deux colonnes chirales a base de polysaccharides (cellulose)

chiralecel®O-DH et chiralecel®0J.

IV.7.1. Appareillage

Les études sont réalisées sur un poste de CLHP Shimadzu® 20 A, les différents modules qui

composent cette installation sont :

Une pompe Shimadzu® LC 20 AD (Kyoto, Japan).

Un dégazeur Shimadzu® DGU 20 A5 (Kyoto, Japan).

Un systéme d’injection manuel, vanne d’injection Rheodyne 1907 a boucle de 20 uL.
Seringue d’injection Hamilton 25 pL.

Un détecteur UV Shimadzu® SPD-20 A (Kyoto, Japan), (A = 254 nm pour détecter la plupart

AN N NN

des composés injectés), volume de cellule 12 pL.

v" Un systeme de commande et de contrble (Shimadzu® CBM-20Alite) qui permet de gérer les
différents modules.

v' Un logiciel d’exploitation (Shimadzu® LC solution) pour enregistrer et traiter les

ch romatogrammes.
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Les phases mobiles sont préalablement filtres (verre fritté 0,45 um) et dégazés aux ultrasons puis

par le dégazeur. Toutes les colonnes sont utilisées a une temperature ambiante.
IV.7.2. La phase mobile

Les solvants utilisés doivent étre de qualit¢ HPLC et doivent étres Filtrés a travers d’un filtre
0,45um, avant leurs utilisation. Il faut que les solvants utilisés soient miscibles. Si on va utiliser un
mélange de solvants organiques et de tampons, il faut tester la miscibilité et la solubilité de

I’échantillon dans ce mélange, avant utilisation [11].

Les solvants utilisés étaient de qualitt HPLC, le n-heptane de Reidel-deHaén (seelze,
Allemagne), Propanol-2 de MERCK KGaA (darrnstadt Allemagne), n-hexane, méthanol et I'éthanol
du Sigma-Aldrich (Seelze, Allemagne). Les solutions de chaque produit (5 mg/ml) ont été préparées

dans le méthanol.
IVV.7.3. Les phases stationnaires chirales

Les colonnes utilisées sont : Chiralpak®AD, Chiralpak®IA, Chiralpak®IB, Chiralcel®O-DH,
Chiralcel®OD et Chiralcel®0J, ont été obtenus & partir de Chiral Technologies Europe (llIkirch Cedex,
France). Les dimensions des colonnes sont 250mmx4.6mm et les diamétres particulaires sont 5um

pour le Chiralcel®OD-H, Chiralpak®IA, Chiralpak®IB, et 10 um pour les autres colonnes.

Figure 1V.3. Les colonnes chirales utilisées
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Tableau IV.1. Les caractéristiques des phases stationnaires chirales utilisées.

Colonne

Chiralcel ® OD

Chiralcel ® OD-H

Chiralcel ®0J

Chiralpak® AD

Chiralpak® IA

Chiralpak® IB

La Séparation Chivale des Dénivés de Hlavanenes par CLHS

Structure

Nom

Cellulose tris-(3,5-

dimethylphenylcarbamate)

Cellulose tris-(3,5-

dimethylphenylcarbamate)

Cellulose tris-(4-

methylbenzoate)

Amylose tris-(3,5-

dimethylphenylcarbamate)

Amylose tris-(3,5-

dimethylphenylcarbamate)

Cellulose tris-(3,5-

dimethylphenylcarbamate)

Diamétre Type

(mm)

10

05

10

10

05

05

déposée

déposée

déposée

déposée

Immobilisée

Immobilisée

A l'instant initial, le mélange a séparer est injecté a I'entrée de la colonne ou il est entrainé par

la phase mobile. Si la phase stationnaire a été bien choisie, les constituants du mélange ayant des temps

de rétentions différents sont séparés par élution. Un détecteur place a la sortie de la colonne couplé a

un enregistreur permet d'obtenir un tracé appelé chromatogramme.
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IVV.7.4. Conditions chromatographiques

On laisse I’appareil de CLHP marcher pendant environ 60 minutes ou jusqu'a la stabilisation
de la ligne de base au débit sélectionné pour chaque phase mobile. (0.1 mi/min pour le propanol-2,
0.2ml/min pour I’éthanol 0.2-0.3 ml/min pour le mélange alcool/alcane). On injecte un volume
approprié (20 ul) de la solution du composeé a étudié. On attend jusqu'a ce que les chromatogrammes

soient apparus et observer la résolution chirale.

IV.7.5. Principes de fonctionnement de CLHP

Les composés a separer (solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce mélange est introduit
dans la phase mobile liquide (éluant). Suivant la nature des molécules, elles interagissent plus ou moins
avec la phase stationnaire contenue dans un tube appelé colonne chromatographique. La
chromatographie en phase liquide est une méthode physico-chimique basee sur des différences
d'interactions entre les solutés, la phase mobile et la phase stationnaire. Ces interactions provoquent

des échanges qui aboutissent la séparation désireée.

La phase mobile, poussée par une pompe sous haute pression, parcourt en permanence le
systeme chromatographique. Le mélange de solutés dissout dans un solvant est injecté par

I'intermédiaire d'une vanne, puis transporté a travers le systeme chromatographique.

Au niveau de la colonne, les composés en solution se répartissent suivant leur affinité, entre la
phase mobile et la phase stationnaire. La théorie de la séparation montre que le signal enregistré a la
sortie d'un détecteur approprié en fin de colonne a la forme d'un pic. Si la séparation est bonne, chaque
pic représente un constituant du mélange a séparer. L’ensemble des pics enregistrés est appelé,

chromatogramme.
1V.8. Résultat et discussion
IVV.8.1. La séparation chirale des 4-iminoflavanes 2-15
a) L’étude de la séparation en mode phase organique polaire (100% alcool)

L'énantiosélectivité de six PSCs a été premiérement étudié en analysant les composés étudiés
avec des phases mobiles polaires (100% alcool). On utilise comme phase mobile le Propanol-2 avec

un débit de 0.1 mL/min et une longueur d’onde A=290 nm pour détecter la plupart des composés
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injectés. Le Tableau IV.2. illustre les résultats chromatographique obtenus par CLHP dans les

condition cités auparavant.

Tableau IV.2. Résultat chromatographique en phase organique polaire.

Composé PSCs trl tr2 Rs a
1 Chirapak AD 23.500 24.438 0.582 1.130
Chiralcel OD 25.648 28.555 2.049 1.276
Chiralpak IB 25.502 27.578 1.679 1.222
Chiralpak 1A 17.861 18.164 0.152 1.114
Chiralcel OD-H 29.957 31.120 0.887 1.056
2 Chiralcel OD-H 31.007 35.483 3.140 1.155
Chiralpak IB 25.351 28.430 2.022 1.322
Chiralpak 1A 28.329 36.743 1.469 1.300
Chiralpak AD 23.426 24.256 0.077 1.116
Chiralcel OD 25.351 28.430 2.022 1.322
3 Chiralpak 1A 18.857 19.321 0.608 1.036
Chiralpak AD 23.521 24.450 0.463 1.127
Chiralcel OD 26.801 31.539 2.553 1.423
Chiralpak IB 24.832 27.576 1.827 1.199
4 Chiralpak AD 23.521 24.450 0.463 1.127
Chiralcel OD 27.356 31.440 2.438 2.098
Chiralpak IB 24.704 27.359 1.848 1.279
5 Chiralpak 1A 49.940 51.043 0.120 1.027
Chiralcel OD 24.487 26.734 1.026 1.260
Chiralpak IB 25.026 26.991 1.354 1.079
6 Chirapak AD 23.432 29.506 4.272 1.829

Chiralcel OD-H 30.365 33.684 1.774 1.112
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Composé

6

10

11
12
13

14

15

Rs, facteur de résolution; trl,temps de rétention de 1° diastéréoisoméres élué; tr2,temps de rétention de

2¢me diastéréoisomeres élué; «, facteur de séparation.

La Séparation Chivale des Dénivés de Hlavanenes par CLHS

PSCs

Chiralcel OD
Chiralpak IB
Chirapak AD
Chiralcel OD
Chirapak AD
Chiralcel OD-H
Chiralcel OD
Chiralpak IB
Chiralcel OD-H
Chiralcel OD
Chiralpak IB
Chiralpak AD
Chiralcel OD-H
Chiralcel OD
Chiralpak IB
Chiralcel OD
Chiralpak IB
Chiralpak IB
Chiralcel OD-H
Chiralpak 1A
Chiralcel OD
Chirapak AD
Chiralcel OD-H

Chiralcel OD

trl

26.720

24.533

23.399

26.734

23.303

30.180

26.741

50.960

30.269

26.656

50.744

28.903

26.315

20.477

50.407

26.528

62.325

51.172

29.450

47.154

26.222

23.342

28.893

25.798

tr2

29.262

26.059

26.352

29.209

24.216

34.390

29.329

52.496

34.563

31.340

52.203

29.939

28.436

24.608

51.734

30.816

66.912

49.765

32.116

48.631

29.622

26.014

32.504

27.761

Rs

1.327

1.127

1.339

1.247

0.371

2.867

0.506

0.596

2.805

2.119

0.450

0.833

2.262

2.300

0.340

2.375

1.673

0.512

0.206

0.734

1.989

1.642

2477

1.174

A

1.097

1.181

1.073

1.119

1.087

1.146

1.173

1.051

1.290

1.494

1.033

1.037

1.089

1.269

1.073

1.195

1.084

1.035

1.116

1.055

1.329

1.270

1.012

1.158
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La séparation de la flavanone et des produits synthétisés a été réalisée sur Chiralcel®OD,
Chiralcel®OD-H et Chiralpak®IB avec le propanol-2 comme phase mobile, ont donnés des bonnes

valeurs de résolution Figure 1V.4.

Généralement, les temps de rétention des énantiomeéres et les diastéréoisomeres separés pour

la flavanone 1 et les produits 2-5 est plus court que pour les produits 6-15.

L’amylose tris (3,5-dimethylphenylcarbamate) déposée sur le gel de silice (Chiralcel®OD et
OD-H) présente la meilleure énantiosélectivité vis-a-vis la majorité des produits étudiées avec un
temps de rétention plus long, peut-étre due a la nature de phase mobile (propanol-2) et a la diminution
de la valeur de débit. Aucune séparation n’a été réalisée sur Chiralpak®IA pour la majorité des produits,

et les autres sont séparés avec des mauvaises valeurs de résolution, qui ne dépasse pas le Rs=1.4.

Les diastéréoisoméres de produit 13 sont séparés seulement avec la colonne Chiralcel®0OD-H
mais avec une mauvaise valeur de résolution Rs=0.206, et la meilleur séparation est faite pour le

produit 6 sur la phase stationnaire Chiralpak®AD avec une valeur de résolution Rs=4.272.

La séparation des diastéréoisoméres des produits n’est pas réussie sur la phase stationnaire
chirale Chiralcel®0J dans ces conditions, peut-étre la diminution de la polarité de la phase mobile va

donner une séparation.
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Figure IV.4. Les chromatographies présentent les séparations de quelque produits sur les phases stationnaires
: (a) Chiralcel®0OD; (b) Chiralcel®0D-H; (c) Chiralpak®AD; (d) Chiralcel®OD-H; (e) Chiralcel®OD-H. phase
mobile: propanol-2 (100%). débit 0.1 ml/min, T:25°C, détecteur UV a A=290nm.

b) L’étude de la séparation chirale en mode phase normale

La séparation de flavanone et les produits synthétisés ont été réalisés sur six phases
stationnaires chirales avec diverse phase mobiles de n alcool/alcane.
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Tableau 1V.3. Résultat chromatographique en phase normal.

PSCs

Chiralpak 1A

Chiralcel OD-H

La Séparation Chivale des Dénivés de Hlavanenes par CLHS

Eluant
Débit ml/min

Hexane/EtOH
95:5
0.5

Hexane Propanol-2
90:10
0.1

Heptane/propanol-2
90:10
0.3

Composé

10
11
12
13
14

15

10

15

10
13

14

Tr min
20.278
20.763
20.310
21.008
19.261
19.626
18.857
19.321
19.630
20.326
10.241
11.591
17.222
18.111
16.919
17.669
16.958
17.960
17.001
17.990
17.004
17.972
18.234
19.254
16.885
17.726
58.182
61.154
10.458
13.809
57.337
60.406
55.014
57.486
54.217
56.308
56.260
58.962
54.224
58.361
75.807
26.391
31.817
22.529
25.621
22.638
25.706
22.586
25.680
22.744
25.866
22.350
25.239
22.283
25.101
22.456
25.321
26.271
28.641
26.315
28.436
26.189
28.355
26.032
28.175

Facteurs

Rs
2.999

0.749

0.343

0.608

0.799

2477

1.457

1.104

1.598

1.685

1.710

1.567

1.326

1.304

1.435

1.258

1.061

0.878

1.156

1.768
5711

5.004

3.490

3.512

3.482

3.658

3.624

3.698

3.693

3.623

2.262

2.273

2.264

1.050

1.050

1.029

1.036

1.038

1.145

1.081

1.059

1.093

1.092

1.068

1.085

1.079

1.102

1.361

1.054

1.049

1.042

1.057

1.149
1.316

1.342

1.246

1.136

1.247

1.246

1.191

1.236

1.233

1.291

1.089

1.084

1.088
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Chiralcel OD

Chiralpak IB

Chiralcel OJ

PSCs

La Séparation Chivale des Dénivés de Hlavanenes par CLHS

Eluant
Débit ml/min

Hexane/propanol-2
90:10
0.2

Hexane/propanol-2
95:05
04

Hexane/EtOH
80 :20
0.2

Composé
1

2

10
11
12
13
14

15

10
12

15

10

Tr min
31.084
32.169
30.799
31.822
30.532
31.498
30.632
31.494
31.525
32.852
30.677
31.872
33.596
35.369
30.217
31.279
29.544
31.024
30.381
32.041
30.789
32.191
25.173
27.005
30.838
32.366
30.988
32.975
31.136
32.458
14.482
16.104
14.424
15.985
13.788
14.566
14.533
15.303
14.322
15.246
14.208
15.109
13.822
14.630
9.577
10.377
14.438
15.973
13.859
14.689
13.714
14.498
7.631
22.716
23.996
37.775
22.956
36.229
27.110
37.963
19.353
32.347

Facteurs

Rs

0.912

0.646

0.548

0.471

0.774

0.717

1.221

0.523

1.112

1.104

0.869

1.528

0.932

1.097

0.845

3.132

3.089

1.531

1.656

1.533

1.599

1.648

1.520

3.136

1.283

1.460

4.368

4212

3.247

4.888

3.034

1.070

1.067

1.057

1.057

1.084

1.079

1.098

1.067

1.106

1.067

1.092

1.162

1.051

1.135

1.044

1.235

1.118

1.078

1.141

1.065

1.076

1.128

1.128

1.114

1121

1.067

2.714

1.477

1.554

1.467

1.691
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Aucune séparation n’a été réalisée sur Chiralpak®IA pour ce composé en mode organique
polaire, par contre, on observe une trés bonne séparation des produits en phase normal. Chiralpak®IA
peut résoudre tous les composés étudiés avec des phases mobiles apolaire le cas du mélanges hexane/
éthanol.

La séparation des diastéréoisomeres des produits est réussie sur les phases stationnaires chirales
Chiralcel®0J et Chiralpak®IA dans ces conditions, sachant que les composés sont polaires, donc la

diminution de la polarité de la phase mobile améliore la qualité de séparation.

La séparation compléete (Rs > 1.5) a été toujours réalisée sur les PSCs a base de cellulose
Chiralpak®IB, Chiralcel®OD et OD-H, la valeur de résolution est étendue de 0.471 a 5.71, les valeurs
basses de la résolution ont été obtenues avec les PSCs a base d'amylose Chiralpak®lA et
Chiralpak®AD.

Les composés 1, 5 et 6 été résolus avec une bonne résolution par toutes les PSCs avec

différentes phases mobiles,

La sélection de la colonne chirale appropriée est la partie la plus essentielle et la plus provocante
de développement de méthode de séparation chirale. En effet, le processus de discrimination chirale
est sensible non seulement aux structures de I'analyte et du PSCs mais également aux conditions de

séparation.

Généralement la colonne Chiralcel®OD-H a montré une plus haute énantioselectivité que tous

les autres colonnes pour la plupart des composés en deux d’élution.

Cette technique séparative repose en général sur la formation de complexes
diastéréoisomériques labiles entre chaque énantiomére et la phase stationnaire chirale. La sélectivité

dépend alors de la différence de stabilité des complexes formés [41].

Comme a été rapporté dans le Tableau 1V.3. les valeurs de résolution les plus élevéees ont été

réalisées pour les deux produits 2, 10 et la flavanone Figure 1V.5.
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Figure IV.5. Resolution des diastéréoisomeres en phase normal avec different phase PSCs, T:25°C, phase mobile (a)
Chiralpak®IA; n-hexane/ propanol-2 90:10, (b) Chiralpak®IA n-hexane/EtOH 95:05 (c) Chiralcel®0OD-H
heptane/propanol-2 90:10 (d) Chiralcel®0J n-Hexan/EtOH 80 :20




Chapitre 04 La Séparation Chivale des Dénivés de Havanenes pax CLHSP | 85

1V.8.2. La séparation des dérives de flavanone 16-22

L'énantiosélectivité de deux PSCs (Chiralcel®0J et Chiralcel®0OD-H) a été premiérement

étudié en analysant les composés étudiés avec des phases mobiles normales. On utilise défirent phase

mobile n alcane /alcool avec un débit de 0.4 ml et une longueur d’onde A=290 nm pour détecter la

plupart des composés injectés. Le tableau IV.4. lllustre les résultats obtenus par CLHP sous ces

conditions.

Tableau 1V.4. Résultat chromatographique en phase normale des produits 16-22.

Produit CSP k
16 Chiralcel®OD-H  1.88
2.36

17 Chiralcel®0J 1.78
2.79

4.81

5.22

5.99

Chiralcel®OD-H  1.89

2.29

18 Chiralcel®0J 2.80
5.34

6.15

8.81

19 Chiralcel®0J 2.78
4.82

5.14

5.90

Chiralcel®OD-H 1.80

a

2.28

1.56
1.61
1.15

1.14

1.21

1.90

1.15

1.43

1.73

1.06

1.14

1.32

R

1.32

1.73
2.58
1.05
1.16

0.38

2.51

0.80

3.54

3.03

0.43

1.01

0.47

Phase mobile (v/v)

Propanol-2 100

Hex/EtOH 80/20

Propanol-2 100

Hex/EtOH 80/20

Hex/EtOH 80/20

Propanol-2 100
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20 Chiralcel®OD-H

21 Chiralcel®0J

22 OD-H

0J

Rs, facteur de résolution ; tr, temps de rétention ; a, facteur de séparation.

La séparation de flavanone et des produits synthétisés réalisées sur les deux colonnes
Chiralcel®0J et Chiralcel®OD-H en phase mobile normal, a donnée des bonnes valeurs de résolution

Figure IV.6.

2.38

1.88

2.36

1.40

1.80

2.74

2.77

5.17

5.95

1.25

1.28

1.86

1.15

3.98

0.3

3.60

1.16
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Propanol-2 100

Hex/EtOH 80/20

Propanol-2 100

Hex/EtOH 80/20
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Figure 1V.6. Resolution des diastéréoisoméres en phase normal sur la colonne Chiralcel®0J, phase
mobile Hexane/EtOH 80/20 débit 0.4 ml/min, T:25°C, détecteur UV a A=290nm

Généralement, les temps de rétention des énantiomeres et les diastéréoisomeres séparés pour la
flavanone 1 et les produits sont égaux. L’amylose tris (3,5-dimethylphenylcarbamate) séparer par
chiralcel®0J présente la meilleure énantiosélectivité vis-a-vis la majorité des produits étudiées avec
un temps de rétention plus long, peut-étre due a la nature de phase mobile (20 % EtOH ; 80%

Hexane) la valeur de débit reste constante.

Dans notre étude par CLHP en deux modes chromatographique, nous avons réussi a réaliser
une analyse qualitative des composés synthétises. La séparation compléte (Rs> 1.5) a été toujours
réalisée sur les PSCs a base de cellulose : le Chiralcel®OD-H et Chiralcel®0J. Les PSCs cellulosiques
sont utilisés, avec un grand succes. De plus, en raison de leur nombre élevé de cavités chirales qui

induisent une forte capacité de charge.

La séparation des diastéréoisomeres des produits pour le deuxiéme centre chirale C4 n’est pas réussie
sur la phase stationnaire chirale Chiralcel®OD-H dans ces conditions,peut-étre la diminution de la

polarité de la phase mobile va donner une séparation acceptable..

50
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Les composés 16, 19 et 20 ont été séparés avec des bonnes valeur de résolution par les deux
PSCs avec différentes phases mobiles, La sélection de la colonne chirale appropriée est la partie la plus
essentielle pour le développement de méthode de séparation chirale. En plus, le processus de
discrimination chirale est sensible non seulement aux structures de I'analyte et du PSCs mais également

aux conditions de séparation.
1VV.8.3. Mécanisme de résolution

Cette technique séparative repose en g@énéral sur la formation de complexes
diastéréoisomériques labiles entre chaque énantiomeére et la phase stationnaire chirale. La sélectivité
dépend alors de la différence de stabilité des complexes formés

Cette étude est centrée, dans un premier temps, sur I’optimisation de différents paramétres
chromatographiques comprenant la composition de la phase mobile, nature de solvant organique
et débit pour obtenir I'énantiorésolution compléte de tous les composeés étudiés.

Dans un deuxieme temps, hous nous sommes attachés a mieux comprendre les mécanismes
mis en jeu sur la mise en évidence du mécanisme de reconnaissance chirale de certains sélecteurs
chiraux polysaccharidiques basant sur la nature chimique et les autres caractéristiques telles que
les dimensions particulaires de gel de silice, le type de fixation de sélecteur chirale sur le support
chromatographique (déposés ou chimiquement immobilisé) d’une part, et de la structure des

molécules étudiées (natures et positions des substituants) d’autre part.

La grande majorité de dérives chiraux contiennent assez de groupes fonctionnels (cycle
aromatique, hydroxyle, carboxyle, amine) autour de leurs centres chiraux qui sont cruciaux pour la
reconnaissance chirale. Ces groupes fonctionnels importants permettent au PSC a base des
polysaccharides d'agir avec les analytes par des interactions n-m, liaisons hydrogene, dip6le-dipdle, ou

les interactions stériques [118].

La raison principale de la résolution optique des PSCs est la stabilité des complexes

diastéréomerique entre les énantiomeres et la phase stationnaire.

Il existe des interactions n-m entre le groupe phényle du PSCs a base de cellulose et le
groupement aromatique des produits (cycle B). Les substituants sur le cycle phénylique jouent

également un réle important dans I'énantiosélectivité.
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De plus la présence de l'alcool dans la phase mobile fait une concurrence avec la phase

stationnaire chirale pour la formation de liaisons hydrogénes avec les analytes.

Cette etude récente basée sur un ensemble d'essai de 15 composés chirales a indiqué que deux
PSCs a base de polysaccharide (Chiralcel®OD et Chiralcel®OD-H) ont démontré I'enantioselectivité
est 90% d'analytes examinées, tandis que deux phases le Chiralpak®IA et Chiralpak®AD ont montré

un indice de réussite inférieur a 50%.
1V. 9. Conclusion

Dans cette étude d’analyse par CLHP en deux modes chromatographique, nous avons réussi a
réaliser une analyse chirale qualitative des composés synthétisés. La séparation complete (Rs > 1.5) a
été toujours réalisée sur les PSCs a base de cellulose le Chiralcel®OD et Chiralcel®OD-H. Les PSCs
cellulosiques ou amylosiques sont utilisés, avec un grand succes en raison de leur nombre élevé
de cavités chirales qui induisent une forte capacité de charge. Cependant, ils ne sont pas dirigés
spécifiqguement contre une molécule cible prédéterminée. Donc, un « screening » des sélecteurs

disponibles doit étre réalise afin de développer une méthode de séparation appropriée aux énantiomeres

Les résultats ne justifient clairement que le systeme chromatographique basé sur des PSCs
dérivés de polysaccharides fournit un outil analytique puissant pour I'identification et la quantification
des mélanges isomériques des aminoflavanes. Dans le mode normal, Chiralcel®0J a montré une haute

énantioselectivité par rapport a les autres colonnes.

La résolution dépend de la nature et de la concentration de modificateur alcoolique. Les
résultats fournis par cette étude démontrent clairement que le systeme chromatographique basé sur
la PSC déposé fournit un outil analytique puissant pour l'identification et la quantification des

mélanges isomériques des dérivés de flavanone.
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Chapitre 05 Evaluation Biclegigue des Dénivées de Havanene
V. Introduction

Les études soutiennent I'hypothese que la consommation réguliére des nourritures contenants
les flavonoides peut réduire le risque des maladies mortelles, en particulier les maladies cardio-
vasculaires et quelques types de cancers [119-121]. Les flavanones étant plus répandues dans le regne
veégeétal que les chalcones et les dihydrochalcones, leurs activités biologiques sont étudiées avec un
intérét particulier pour les dérivés C alkylés [122].

En plus la présence d’un atome d’azote dans une molécule organique confere a cette derniere
des propriétés spécifiques tres importantes. De nombreux composés organiques naturels possedent un
ou plusieurs atomes d’azote. D’autre part, certaines amines sont des produits de base de synthéses

diverses, telles que celles de médicaments et des fibres textiles comme les nylons [123].

Malgré I'importance des antibiotiques et leur utilité dans le traitement de diverses maladies
infectieuses, plusieurs obstacles se sont manifestés: résistance, multi résistance, toxicité; ce qui a
poussé un grand nombre des gens a forces traitements pour se diriger vers la médecine douce ou
médecine naturelle "moderne” avec ses différentes disciplines: phytothérapie, aromathérapie,
nutrithérapie (diétothérapie), basée sur les connaissances antiques et leurs applications scientifiques
rigoureuses, in vitro (au laboratoire) et méme in vivo (essais cliniques); qui s'est montrée aussi efficace

et moins nuisibles que les remedes chimiques.
V.1. Objectif

Dans cette optique, on s’est intéressé a la recherche des nouvelles molécules bioactives

d’origine naturel comme les flavanones.

Vu I’importance biologique de la flavanone et les 21 produits obtenus, notre principal objectif
pour cette partic est 1’évaluation biologique des dérivés de flavanone synthétisés en tant

qu’antioxydantes et antimicrobiennes, tout en comparant par rapport a la molécule de la flavanone. .
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V.2. Matériel et méthode

V.2.1. Tests d’activité antimicrobienne

Evaluation Biclegigue des Dénivées de Havanene

Les méthodes utilisées pour I’évaluation de I’activité antibactérienne sont inspirées de celles

décrite par les recommandations du comité européen des tests de sensibilité aux antimicrobiennes et
de la société frangaise de microbiologie (EUCAST, 2003[124]; CaSfm, 2008[125]).

L'aromatogramme ou méthode de diffusion en milieu gélosé ou encore méthode de disques est

une technique qualitative permettant de déterminer la sensibilité des microorganismes vis-a-vis a la

substance réputée antimicrobienne. Ce test consiste en application de disques imprégnés de molécules

a tester sur une gélose préalablement ensemencée par une souche bactérienne. La molécule a tester va

diffuser dans la gélose avec une concentration décroissante vers la périphérie.

V.2.1.1. Matériels et équipements utilisés

Autoclave de type Pbi ;

Etuve ;

Incubateur ;

Réfrigérateur (ENIEM, Algeria) ;
Gaz butane et bec bunzen ;
Tubes stériles ;

Pipettes Pasteur ;

Pipettes graduée et micropipette ;
Embouts pour micropipette ;
Boites de Pétri ;

Erlen Meyer (1000 ml) ;

Plaque chauffante (VELP, SCIENTIFICA).

V.2.1.2. Milieu de culture utilisé

Mueller-Hinton ;
PDA acidifié.
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a) Les souches microbiennes testées

Les germes qui ont été testés pour déceler 1’activité antimicrobienne des produits synthétisés

sont les suivants :

Deux souches de collection internationale ATCC (American type culture collection) : Gram
négative Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Escherichia coli ATCC25922

Trois souches de collection internationale ATCC (American type culture collection) : gram
positive Bacillus cereus. ATCC 11778, Listeria monocytogenes ATCC 19115 et Staphyloccocus
aureus. ATCC 25923.

Tableau V.1. Provenances et caractéristiques des souches testées
Les souches testées Origine

Escherichia coli Institut Pasteur

ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa.  Institut Pasteur

Gram négative

ATCC 27853
Bacillus cereus. Institut Pasteur
Bactéries
ATCC 11778
Listeria monocytogenes Laboratoire Produits Naturels
Université de Tlemcen
ATCC 19115
Staphyloccocus aureus. Institut Pasteur
Gram positive
ATCC 25923

b) Souche pour tester [’activité antifongique

Dans cette étude, on a utilisé le champignon Fusarium oxysporum f.sp. albedinis (INRAA: Institut

National de la Recherche Agronomique de L'Algérie ; Adrar).
c) Conservation des souches bactériennes

Les souches sont conservées a 5°C dans des tubes stériles contenant 10 ml de milieu de culture

incliné (gélose nutritive).
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d) Les milieux de culture
Les milieux de culture utilisés pour la réalisation des tests antibactérienes sont les suivants :
- La gélose nutritive pour I’isolement et I’entretien des souches bactériennes ;

- La gélose Mueller Hinton pour I’étude de la sensibilité des bactéries aux différents produits;

» Miiller Hinton : on chauffe 38 g de Mueller Hinton ajusté a un litre d’eau distillée jusqu’a
dissolution compléte, puis on stérilise ce milieu préparé a 1’aide d’un autoclave a une température de
121 °C (1.05 bar). Apres 15 min de stérilisation, le milieu a été refroidi et coulé dans des boites pétri
stériles.

» PDA acidifié : 4 g de I’extrait de pomme de terre a été mis en suspension avec 15 g d’agar agar et
20 g de glucose, et on ajuste le mélange a un litre d’eau distillée et en mélangeant sous chauffage le
I’aide d’un autoclave a une température de 121 °C (1 bar). Aprés 20 min de stérilisation, le milieu a
¢été refroidi et coulé, puis acidifié par I’addition de 1’acide lactique dans des boites pétri stériles. Les
boites sont gardées au réfrigérateur apres le séchage a la température ambiante jusqu’a 1’utilisation au

test antifongique.
V.2.1.2. Préparation des solutions

Des masses de chaque produit ont été dissous dans des volumes appropriés de DMSO, pour
obtenir une série de 5 pl d’une solution correspondant a des quantités de 100 pg de produit a été utilisée
pour imprégner des disques stériles de papier de diametre de 6 mm. Les disques ont ensuite été séchées

a la température ambiante.
V.2.1.3. Préparation des précultures

Une suspension bactérienne d’une densité optique compris entre 0,08 2 0,1 a 620 nm équivalent
a 0.5Mc Farland sont préparées avec de I'eau physiologique (0,9% de NaCl) aprés avoir réactivé les
souches bactérienne sur Bouillon nutritif a 37°c pendant 18 a 24h. L'inoculum peut étre ajusté en

ajoutant, de la culture s'il est trop faible, ou bien de I'eau physiologique stérile s'il est trop fort.
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V.2.1.4. Evaluation de concentration des spores par dilution et comptage

A partir d’un erlen contenant 1L d’eau physiologique, on a mesuré 200 mL dans un autre erlen
de 250 mL, puis les deux erlens sont stérilisés avec les matériels nécessaires (tubes a essais, pipettes

pasteur, pipette graduée et embouts) a 1’aide d’un autoclavage a 121 °C pendant 15 min.

Apres la stérilisation, on ajoute un volume d’eau physiologique stérile a un milieu des spores
de Fusarium oxysporum déja cultivée sur un milieu de culture de SNA, pour obtenir les spores en

solution, qu’est considéré comme la solution mere.

La réalisation de la dilution se fait a I’aide d’un 1 ml de solution mére des spores dans les tubes
a essais contenant auparavant 9 mL d’eau physiologique. Ensuite, on a inoculé et ensemencer 100 pl
des spores de chaque tube dans des boites pétri contenant PDA acidifié. L’incubation de ces boites se
fait a 20-21 °C pendant 120 heures.

V.2.1.5. Pactivité antimicrobienne

Les micro-organismes a tester sont ensemencés par des écouvillons stériles sur le milieu
Muller-Hinton pour les bactéries a tester et étal¢ a I’aide d’une pipette pasteur pour les champignons

sur le milieu PDA. Les boites sont laissées a température ambiante.

Apres séchage a la température ambiante, pour permettre a la gélose de se solidifier; des disques
stériles en papier whatman de 6 mm de diametre, imbibés avec 20ul des surnageants a tester sont
aseptiquement déposés a 1’aide d’une pince stérile a la surface des milieux Muller-Hinton et milieux
PDA, préalablement ensemences avec les souches tests. Les durées et les températures d’incubation
ont été de 24h a 37 C° pour les souches bactériennes etde 5a 7 jours a 21C° pour la souche fongique,
la lecture est réalisée et toutes zones d’inhibition de croissance autour des disques méme de faible
diamétre, est considérée comme résultat. Les manipulations sont répétées trois fois pour s’assurer du

bon déroulement de la méthode.

Des boites dites « ttmoins » sont incubés en méme temps que I’expérimentation et dans les
mémes conditions ne contenant que le milieu de culture, les disques de papier Wathman imbibés par
la solution de DMSO.
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V.2.2. Activité antioxydant

Dans la revue de Cristina Popovici et al (2009) sont dite « (Plusieurs méthodes sont utilisées
pour évaluer, in vitro et in vivo, I’activité antioxydante par piégeage de radicaux différents, comme les
peroxydes ROO" par les méthodes ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) et TRAP (Total
Radical-Trapping Antioxidant Parameter); les ions ferriques par la méthode FRAP (Ferric ion
Reducing Antioxidant Parameter); ou les radicaux ABTS" (sel d’ammonium de 1’acide 2,2’-azinobis-
3- ethylbenzothiazoline-6-sulfonique), ainsi que la méthode utilisant le radical libre DPPH" (diphényl-

picrylhydrazyle) »[126].

A travers notre étude bibliographique, il apparait clairement qu’une seule méthode ne suffit pas
ni pour caractériser les proportions antioxydantes in vitro et in vivo, ni ne peut donner une prévision
complete de I’efficacité antioxydante. L utilisation de plus d’une méthode est donc nécessaire et nous
avons choisi : le test du DPPH (diphényl picryl-hydrayl), test de B-caroténe et Test FRAP (réduction
de fer) pour leurs facilités de mise en ceuvre, pour évaluer I’activité antioxydante de nos produits; CecCi

nous permettra de mieux généraliser les résultats.
V.2.2.1. Test de ’activité antioxydante au moyen de DPPH

Le radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPHe) est stable, coloré et centré sur I’azote

Figure V.1 [127, 128].
: N
\

O,N NH
NO,
O,N
Figure V.1. Structure de DPPH (1,1-diphényl 2 picrylhydrazyle)

La réduction du DPPH" par un donneur d’atome H (AH) conduit a radical (A") et au la 2,2-
diphényl 1-picrylhydrazine incolore (DPPH-H) [126].

A-H + DPPH' —A" + DPPH-H
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Ce test, largement utilise, est rapide et facile a réaliser; il permet de comparer un grand nombre
de composés. De plus, contrairement aux autres tests, les conditions utilisées (solvants organiques et
faible température). L’IC50 (concentration en antioxydant nécessaire pour réduire de 50 % la
concentration initiale en DPPH") calculée pour chaque antioxydant permet de les classer entre eux.

Plus I’IC50 est petite, plus la molécule est antioxydante.
a) Préparation de la solution DPPH dans le méthanol

1 mg de DPPH est dissout dans 25ml de méthanol (solution stock). Le mélange est conservé

dans un réfrigérateur a 4°C 1’obscurité. La solution peut étre utilisée dans un intervalle de 1 a 4 jours.
b) Préparation de la solution mere

Pour préparer la solution mere, dissoudre 2 mg du résidu de chaque produit dans 2mL de
méthanol. Le témoin positif utilisé est 1’acide ascorbique préparé de la méme fagon que les produits

synthétisé.
c) Préparation des concentrations des échantillons :

A partir de la solution mere, des concentrations des dérivés de flavanone ont été préparés :
0,625 mg/ml ; 0,3125 mg/ml ; 0,156 mg/ml ; 0,078 mg/ml ; 0,039 mg/ml et 0,0195 mg/ml.

d) Test antioxydant

1,9 mL de la solution de DPPH ont été ajoutés a 100 ul pour chaque concentration des dissout
dans le méthanol. Aprés agitation par un vortex les flacons sont placés a 1’obscurité a la température
ambiante pendant 30 minutes. La lecture est effectuée par la mesure de 1’absorbance a 517 nm par un
spectrophotometre UV-Visible., en utilisant le méthanol comme blanc. Les résultats ont été exprimés

par la moyenne de trois mesures séparés.
V.2.2.2. Test de activité antioxydante au moyen de B-carotene

Le B-carotene (provitamine A) Figure V.2 est un antioxydant lipophile qui protége les acides
gras de I’oxydation; I’ajout d’un deuxiéme antioxydant va permettre sa préservation. L’activité
antioxydante a été évaluée par la mesure a 470nm de la cinétique de décoloration du B-caroténe en

I’absence ou en présence d’antioxydant [127].
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a) Matériels et équipements utilises

>

vV V V VYV ¥V ¥V VYV V¥V V¥V Vv Yy

>

Ballon de 200 ml ;
Reéfrigérant ;

Plaque chauffante ;
Mélangeur ;
Elévateur ;

Ampoule a décanter ;
Barreau magnétique ;
Pipette ;

Thermostat ;
Cristallisoir ;
Evaporateur rotatif de type R-210 Buichi ;
Plaque CCM ;

Lampe UV de type Spectrolin, Model ENF-260/FE.

b) Produits utilisés

Ethanol ;

Hydroxyde de potassium (KOH);
n-Hexane ;

Eau distillé ;

Phénolphtaléine ;

Sulfate de sodium anhydre (Na2SOs).

c) L’extraction de B-carotene

10 g de carotte broyée ont été mélangées avec 40 ml de 99.8% éthanol et 10 ml de 100% hydroxyde

de potassium (poids/volume) a reflux. Apres 30 minutes, le mélange a été refroidi a température

ambiante.

Evaluation Biclegigue des Dénivées de Havanene

Figure V.2. Structure de -caroténe.
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Dans une ampoule a décanté, on met le mélange avec 50 ml de n-hexane. La partie organique a
¢té enlevée a I’aide d’une pipette et récupérée dans un bécher, et on ré-extrait la partie éthanolique
deux fois avec 50 ml de n-hexane. Une solution de phénolphtaléine (1%) a été ajoutée a I’extrait
hexanolique pour vérifier n’importe quel alcali. Ensuite, 1’extrait hexanolique a été alors filtré a
I’aide du sulfate de sodium anhydre. Le résidu a été enlevé a pression réduite a 45 °C en utilisant

un évaporateur rotatif.
d) Le test de I’activité antioxydante au moyen de B-carotene

La détection des substances antioxydante dans nos différents produits a été réalisée grace au
test de B-caroténe, dont le principe est de capturer les radicaux libres fournis par le B-caroténe apres

I’exposition a une lampe UV. Nous avons procédé de la maniére suivante :

Une masse de 10 mg du chaque produit a été dissous dans 1 ml de DMSO. Ensuite, les dép6ts
des spots de nos produits se fait a I’aide d’un tube capillaire sur une plaque de CCM. Aprés séchage
a l’air ambiante, la plaque CCM a été giclé avec une solution chloroformique a 5 mg/ml de -
caroténe, puis on laisse la plaque sous une lampe UV a 254 nm jusqu’a la décoloration. Les zones
d’activité antioxydante ont été déterminées par 1’apparition d’une coloration jaune sur fond

blanc. La vitamine C a utilisée comme référence (ou I’acide ascorbique).
V.2.2.3. Réduction du fer FRAP (Ferric reducing-antioxidant power)

Le pouvoir antioxydant d’une solution comme le plasma est déterminé par le test de réduction
des ions ferriques FRAP. Le réactif est fraichement préparé en mélangeant une solution de 2,4,6-
tripyridyl-s-triazine (TPTZ) et de chlorure ferrique dans un tampon acétate a faible pH. L’absorbance
du mélange (produit et réactif) est lue a 593nm toutes les 15s durant une période n’excédant pas 10

minutes. Les antioxydants présents réduisent le complexe en sa forme Fe?* [128-132].

Cette technique est déterminée par Oyaizu (1986). Les différentes concentrations des produits
(1;2;3;4et5mg/mL) dans I’cau distillée (1 mL) sont mélangées avec 2.5 mL de la solution tampon
phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 2.5 ml de ferricyanure de potassium [KsFe(CN)s] (1%). Les mélanges
sont incubés a 50°C pendant 20 min. Apres, 2.5 ml de I’acide trichloracétique (10%) est additionné.

Le tout est centrifugé a 3000 tours pendant 10 min. A la fin, 2.5 ml du surnageant de chaque
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concentration est mélangé avec 2.5 ml de I’eau distillée et 0.5 ml de FeCls, 6H20 (0.1%). L’absorbance

est mesurée a 700 nm.

L’augmentation de 1’absorbance dans le milieu réactionnel indique I’augmentation de la
réduction de fer. L’acide ascorbique est utilis¢ comme controle positif. La concentration CI50 qui est
définie comme la concentration des antioxydants nécessaire pour réduire 50% de la concentration
initiale du thiocyanate ferrique est un indice utilisé pour comparer et exprimer la puissance des

capacités réductrices des substances bioactives.

V.3. Résultats et discussion

V.3.1. Activité antibactérien

L’objectif de ce travail est de mettre en évidence un éventuel effet antibactérien des produits
synthétisés obtenues. Le principe comme il a été déja décrit consiste a ensemencer le milieu gélosé par
un germe-test et I’amener au contact de la substance a tester tout en déterminant des zones d’inhibition.
Aprés I’incubation pendant 24 heures a 37°C, I’action du produit est déterminée par le diameétre

d’inhibition qui apparait clair autour de la zone de contact.

I1 est & rappeler que la lecture s’effectue toujours en comparaison avec un témoin ne contenant
que le milieu de culture ansi que le germe a tester et le solvant DMSO, ce témoin est toujours

ensemencé en méme temps que les autres boites de I’expérimentation et dans les mémes conditions.

V.3.1.1. Activité antibactérienne des 4-iminoflavanes

Les diamétres des zones d’inhibition des dérivés de flavanones vis-a-vis aux souches

bactériennes cocci et bacilles a gram négatif et a gram positif sont illustrés dans la Figure V.3.
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Figure V.3. Diamétres des zones d'inhibition des 4-iminoflavanes vis-a-vis aux souches bactériennes
a gram négatif et a gram positif.

L’activité antibactérienne de la flavanone et 4-iminoflavanes ont été étudiées contre cing
bactéries pathogénes, a savoir Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa

Listeria monocytogenes et Bacillus cereus.

D’une maniére générale, il y’a une activité assez bien définie sur la croissance de la plupart des
souches testé (les diamétres d’inhibition varient de 6.33 a 23.33 mm) de plus, ces dérivés ne montrent
aucun effet sur la souche Pseudomonase.. D’aprés 1’histogramme, on remarque que la flavanone
présente une faible activité contre les souches testé, par contre sont dérivées ayant des activités trés
important surtout pour les deux produit 11 et 10 (Figure V.4). D’autre par les produits synthétisés agit
différemment sur les microorganismes. C'est-a-dire, que certain composé peut avoir une action tres
importante sur un germe (par exemple la sensibilité de staphylococcus a tous les composés). Alors
d’autre ont une action moindre, voire méme nulle sur un autre comme le cas de produit 13, qui n’a

aucun sensibilité contre la plupart des souches testées.
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Figure V.4. Activités des produits vis-a-vis a Staphylocoque.

Cette étude a montré que les dérivés flavanones ont présenté une activité antibactérienne tres
important vis-a-vis la majorité des souches testées. C’est une activité bactérienne au cours de laquelle
il ne se manifeste aucune destruction bactérienne, on remarque une inhibition de la croissance
bactérienne, croissance qui reprend des que la substance disparait. En limitant la croissance
bactérienne, le produit permet aux défenses naturelles de 1'organisme d’entrer en jeu sans étre

dépassées.

V.3.1.2. Activité antibactérienne des 4-aminoflavanes, 4-hydroxyflavanes et 2-Phenyl-4-
(pyridin-2-yl) chroman-4-ol
Les diamétres des zones d’inhibition des produits 16-22 vis-a-vis aux souches bactériennes

cocci et bacilles a gram négatif et a gram positif sont illustrés dans la Figure V.5.
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Figure V.5. Diamétres des zones d'inhibition des dérivés de flavanones 16-22 vis-a-vis aux souches

bactériennes a gram négatif et a gram positif

La figure présente les diamétres des zones d’inhibition en mm pour les quatre souches testées

par les 4-aminoflavanes 16-18, 4-hydroxyflavanes 19-21 et 2-Phenyl-4-(pyridin-2-yl) chroman-4-ol
22 avec une concentration de 100pg/ml. L’histogramme montre des activités variables entre les
souches bactériennes. Quelques souches bactériennes sont sensible vis-a-vis aux produits synthétisé.
Les meilleures zones d’inhibition sont obtenues par le composé 22 contre la souche bactérienne
Bacillus, et le composé 16 contre la bactérie E.coli. Toutes les bactéries montrent une sensibilité vis-
a-vis les produits sauf la souche Listeria. L histogramme présent que les composés ne montrent aucune
activité vis-a-vis aux la souche bactérienne Staphylococcus aureus testées sauf le produit 22 avec une

zone d’inhibition faible.

B Staphy B E.coli m Bacillus

V.3.2. Test antifongique sur Fusarium oxysporum

La flavanone et les 21 produits n’ont montré aucune activité inhibitrice vis-a-vis a Fusarium

oxysporum.

Listeria
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V.3.3. Activité antioxydante
V.3.3.1. Pouvoir antiradicalaire des produits sur le DPPH

Dans notre travail nous avons étudié I’activité antioxydante des dérives de flavanone. Les
valeurs obtenues ont permis de tracer les courbes ayant une allure c’est presque une droite de type
y=a+b X, avec la présence d’une phase stationnaire qui signifie la réduction presque totale du DPPHe

en sa forme non radicalaire.

Dans un premier temps, la stabilité et I’intervalle de linéarité des solutions du DPPHe ont été
évalués et les résultats sont présentés sur les Figure V.6 et Figure V.7. Six concentrations de solutions

du DPPH- faites dans du méthanol dans I’intervalle 0.1-0.6 mg/ml ont été testées.
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Figure V.6. Pourcentage de réduction du radicale libre DPPH en fonction des concentrations de

’acide ascorbique, de la flavanone 1 et des 4-iminoflavane 5, 6, 7, 10, 14.
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Figure V.7. Pourcentage de réduction du radicale libre DPPH en fonction des concentrations des

dérivés de flavanone 16-22.
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La ICsoest la concentration de | acide ascorbique ou de produit qui peut réduire 50% du DPPH,
cette dernier est déterminer graphiquement, par les formules des pourcentages d’inhibition en fonction
de différentes concentrations des composeés testées.

Tableau V.2. les valeur des ICso de 1’acide ascorbique et les produit synthétisé.

Composés L’acide Flavanone  Produit5 Produit6 Produit7 Produit  Produit
ascorbique 1 10 14
1Cs0 (Mg /ml) 0.174 1.360 0.44 0.036 0.037 0.32 0.069
Composés Produit 16 = Produit17  Produit  Produit  Produit  Produit  Produit
18 19 20 21 22
ICs0 (mg /ml) 1.52 1.12 0.91 0.035 0.66 0.29 0.07

V.3.3.2. Test de I’activité antioxydante au moyen de B-caroténe

Les résultats ont montré que tous nos produits ont une réaction positive au g-carotene. Suivant

I’intensité des spots Tableau V.3.

Figure V.8. Les Plaques CCM apprét le test antioxydant

(Test antioxydant au moyen de B-caroténe, la plaque aprés 1’exposition au 254 nm ; V¢ : Vitamine C).

Le tableau présente les résultats obtenus pour 1’activité antioxydant de nos produits, aprés la

décoloration de la plaqgue CCM.
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Tableau V.3. Résultats du test antioxydant des produits 1-22 apres la révélation par B-caroténe.

Composé La couleur
Ve Jaune
1 Jaune
5 Jaune
6 Jaune
7 Jaune
10 Jaune
14 Jaune foncé
16 Jaune
17 Jaune
18 Jaune foncé
19 Jaune foncé
20 Jaune
21 Jaune
22 Jaune

Intensité
++
+
+
-+
s
-+
++

e

e
e
e
e

e

V.3.3.3. Test de la réduction du fer FRAP (Ferric reducing-antioxidant power)

L’analyse du pouvoir réducteur est basé sur la mesure de I’augmentation de 1’absorbance des

ions ferriques (Fe>) formés.

6
5
4 e Produit 6
o e Produit 7
o Acide ascorbique
2 Produit 10
/
1 ot Produit 14
e Produit 5
0

1 2 3 4 5 6 7 8
concentration mg/mL

Figure V.9. Pouvoir réducteur des 4-iminoflavanes testé par la méthode de FRAP
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Figure V.10. Pouvoir réducteur des dérivés de flavanone testé par la méthode de FRAP

V.3.3.4. Discussion d’activité antioxydant

L’évaluation de I’activité antioxydante des produits sont enregistrés dans les figures (6, 7, 8,
9 et 10). Le test antioxydant été négatif pour les produits 2, 3, 4, 8, 9, 11, 12, 13, 15. A des fins
comparatives a un antioxydant standard, 1’acide ascorbique était utilisé. Dans notre travail, I’'ICso de
I’acide ascorbique est de I’ordre de 0,174mg/ml. D’autres chercheurs ont trouver différentes valeurs
d’ICsp inferieur a nos résultats pour 1’acide ascorbique Viuda-Martos et al (2010) (ICs0=0.42mg/ml)
[133]; Bouziane M et al (2016) (1Cs0=0.34mg/ml) [134].

Parmi les treize dérivés, le produit 6 est le plus actif, avec une valeur d’ICso de 0,036 mg/ml,
les autres produits (7, 14 et 19) ont une ICsp inférieure a 0.17mg/ml; I’activité antiradicalaire la plus

faible a été exprimée pour les produits 5 et 16.

L’activité antiradicalaire des iminoflavanes 6 et 7 sont plus forte que celle des autres derives

de flavanone, et méme plus actifs que 1’acide ascorbique.

Cette activité est tributaire de la mobilit¢ de I’atome d’hydrogene du groupement NH des
composés ¢tudiés. En présence d’un radical libre DPPHe, I’atome H est transféré sur ce dernier alors
transformé en une molécule stable DPPH-H, ceci provogue une diminution de la concentration du
radical libre et également I’absorbance au cours du temps de réaction jusqu’a I’épuisement de la

capacité d’antioxydant donneur d’hydrogéne. Pour le mécanisme de piégeage de radical, la réaction
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entre I’antioxydant et DPPHe dépend de la conformation structurale de 1I’antioxydant. De point de vue
méthodologique, le test au radical libre DPPHe est recommandé pour des composés contenant les
groupes suivant NH- et OH- [135]. Certains composés réagissent rapidement avec DPPHe, réduisant

un nombre de molécules de DPPHe radical égal au nombre de groupements [136].

Les dérivés de la flavanone ont présenté une activité antioxydante. L’ensemble des produits
synthétisés a présenté des spots jaunes avec un fluorescent différent utilisant le test au moyen de -
carotene. Ce test, largement utilisé, est rapide et facile a réaliser; il permet de comparer un grand
nombre de composés. De plus, contrairement aux autres tests, les conditions utilisées (solvants
organiques et faible température) évitent 1’auto-oxydation des molécules testées. Dans nos conditions
expérimentales, chacun des produits synthétisés a un pouvoir antioxydant mais avec une intensité
variable. On observe aussi que les produits 6, 7, 19 et 10 ont des spots jaune plus foncé que les autres,

alors on peut tenir compte ces composés comme des antioxydants.

D’aprés les graphes, nous constatons que les 4-aminoflavanes et les 4-hydroxyflavanes
présente une activité importante réduisant le fer suivi de 2-Phenyl-4-(pyridin-2-yl) chroman-4-ol, alors
que les 4-iminoflavanes ont présente un pouvoir réducteur inferieur par rapport a ces deux séries des
produits. Aussi, nous remarguons que 1’augmentation de la réduction du fer est proportionnelle avec

I’augmentation de la concentration des produits.

Plusieurs réactions ont été décrites dans la littérature pour améliorer I’utilisation de flavonoides
dans des formulations pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires sans altération de leurs propriétés
physico-chimiques et biologiques. En particulier, la condensation des flavanones avec des amines est
une des voies intéressantes et prometteuses pour améliorer leur capacité antiradicalaire et aussi une

certain sensibilité par rapport des souches bactériennes.
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V.4. Conclusion

Finalement et en derniére partie, nous avons étudié dans cette partie les activités biologiques

(anti-oxydantes, antibactériennes, et anti-fongiques) des dérivés de flavanone synthétisés

L’activité antimicrobienne de ces molécules a montré le pouvoir inhibiteur de ces composés

par rapport a tous les microorganismes testés; en particulier les produits 10 et 11

Tous les dérivés synthétisés présentent une activité antioxydante trés importante sur les
radicaux libres, relativement au DPPH, reducteur de fer et la B-caroténe. Le pouvoir antioxydant des
dérivés 4-iminoflavans sont moyens a forts en général, avec des ICso inférieure a 0.17mg/ml. Le
pouvoir antiradicalaire de ces dérivés est moyen a fort en général. Les trois produits 6, 7 et 19 ont

donné une activité antioxydante trés importante.
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Au cours de ces travaux de recherche, nous avons synthétisé des nouveaux dérivés de
flavanone non decrits dans la littérature. Ces études sont focalisées surtout vers la Synthese, la
Séparation Chirale et I’Evaluation Biologique de ces dérives, qui s’intégre dans I’un des axes de

recherche développé dans notre laboratoire (LMBCS).
Trois parties développées dans ce travail :

La premiere partie porte sur la synthese des dérivés de flavanone. Cette partie nous a permis de
donner un apercu sur les principales méthodes utilisées dans la préparation de ces dérives. Quinze
composés de 4-iminoFlavnes 2-15 ont été préparés avec des excellents rendements par condensation
de flavanone avec des amines primaires selon une nouvelle méthode simple et mis en ceuvre sans

catalyseur.

Nous avons également procédé a la synthése de trois nouveaux produits a savoir les 4-
aminoflavanes 16-18. Ces composés différemment substitués sont obtenus avec des bons rendements
par la réduction de la fonction imine en position 4 de trois composées 4-iminoflavane en présence

d’une quantité catalytique de tétrahydruroborate de sodium.

Une autre réaction de réduction importante a été effectuée par la condensation du carbonyle de
flavanone avec trois amines primaires, ce qui a permis d’obtenir une nouvelle 4-hydroxyflavanes 19-
21 avec des rendements satisfaisant, en faisant réagir cette fois-ci le complexe d'aluminium et le

chlorure de mercure.

Ces résultats, nous a encouragé a faire une nouvelle synthese simple d’un nouveau composé 2-
phenyl-4-(pyridin-2-yl)chroman-4-ol (22) obtenu avec un excellent rendement de 99 %, en faisant
réagir cette fois-ci la pyridine avec la flavanone.

Ces composés sont caractérisés et identifiés par les méthodes spectroscopiques IR, UV,
RMN!H et RMNC.

Ces molécules portent un ou deux centre chiral, ce qui nous a conduit a effectuer en deux
modes chromatographiques; la séparation d’énantiomeres et des diastéréoisomeres par CLHP en

utilisant les PSCs a base de polysaccharides.
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Les résultats obtenus dans cette étude démontrer clairement que le systeme chromatographique
basé sur des PSCs dérivés de polysaccharides fournit un outil analytique puissant pour l'identification

et la quantification des mélanges isomériques des dérivés de flavanones.

Dans les deux modes, Chiralcel®OD-H a montré une haute énantioselectivité par rapport aux
autres colonnes pour la separation des 4-iminoflavanes 2-15. Par contre, dans la separation des produits
16-21 portant deux centres chirals la colonne Chiralcel®0J a montré une haute énantioselectivité dans
le mode normal. Il est évident que chaque changement dans la structure affecte ou influe sur la

séparation chirale car chaque atome a sa propre empreinte.

Dans la troisieme partie de cette étude, nous avons testé les propriétés antioxydants,

antibactériennes et antifongiques de nos produits synthétisés

L’activité antimicrobienne de ces molécules a montré leurs pouvoir inhibiteur par rapport a
tous les microorganismes testés; en particulier les produits N-( Hydroxyl-Phenyl) 4-iminoflavan (10)
et N- (2-Naphtyl) 4-iminoflavan (11). En ce qui concerne 1’activité antifongique, les produits

synthétisés n’ont pas montré une inhibition fongique vis-a-vis le Fusarium oxysporum.

L’activité antioxydante des dérivés synthétisés est trés importante sur les radicaux libres,
relative au DPPH, la B-caroténe et la méthode de FRAP. Les trois produits 6, 7 et 19 ont donné une

activité antioxydante tres élevé par rapport ou autre produits.
Nous proposons les perspectives suivant pour la continuité de cette étude :

= Faire des réactions de complexation entre ces dérivés synthétises et les métaux de transition a
fin de préparation d’autre dérivés de la flavanone

= Avancement des tests biologiques afin d’étudier la relation structure-activité par les méthodes
théoriques SAR et QSAR.

= Développement des sélecteurs chiraux spécifiques d’un énantiomere cible prédéterminé.

= FEtudie les effets biologiques et thérapeutiques des diastéréoisomeéres séparées.
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Abstract

Two broad approaches for the syntheses of a series of 4-aminoflavanes are used in this study, and
they have been prepared in 30—-99% overall yields using the reductive condensation of flavanone with
primary amine, as a key step. By this methodology, the formyl derivatives of several secondary
amines were obtained in good to excellent yields. The structures of all new products have been con-
firmed by spectral experiences (IR, *H NMR and 13C NMR). However, the present non-stereoselective
synthesis results in a mixture of 2—7 diastereomers, which differ from the configuration of the flava-
none atom asymmetric center. Since each diastereomer may have different biological activity and
pharmacokinetic profile, analytical methods have to be developed for their separation. The 4-amino-
flavanes diastereomers were separated using polysaccharide chiral stationary phases columns con-
sisting of cellulose (Chiralcel® OD-H and Chiralcel®0J) by high-performance liquid chromatography;
the separation was affected by the nature and concentration of the alcohol modifiers in the mobile
phase. Separations were carried out under normal phase mode on the Chiralcel®0J column. This
method can properly separate the two diastereoisomers (Rs > 2) within an analysis time of <50 min.

Introduction serve as important intermediates in the synthesis of many biologically

Flavonoidsasanimportantgroupofnatural substanceshavevariable
phenolicstructures, and arefound in abundancein fruits, vegetables,
grains, flowers, wine and tea (1). Flavanone is an important natural
compound with significant potential to cure, treat and prevent
tumor, senescence and cardiovascular diseases. It has been a potential
source in the search for lead compounds of biologically active agents
and has been the focus of extensive research and development in the
last3oyears(2-5). Invitroexperimental studies showthat flavonoids
act as antioxidants, antimicrobials, antivirals and anti-inflammatories
(6, 7). Moreover, flavanone derivatives display important biological
activities, such as aldose reductase inhibitors, iron chelators of
redoxinhibition HIV, cancer, chemoprevention ofbreast cancer, bac-
terial and inflammatory diseases (8, 9). Furthermore, flavanones also

active compounds (10). Many flavanoids containing phenolic or pe-
rennial substitution around the flavanone core have been isolated
and both have been implicated in the bioactivities of these natural
products (11-15). Flavanones, which have chemical structures embed-
ded with a 2-aryl chroman-4-one skeleton, are widely distributed in
plants (Figure 1) (16) and are available from synthetic sources (17-
22). Thus, investigation of synthetic routes and chemical modification
is a new direction in flavanone research (5). For many years, our re-
search laboratory was directed toward the synthesis of flavanone de-
rivatives (23, 24), such as 4-iminoflavan (25) and imino-4-hesperidin
(26-28) derivatives, the study of their reactivity and the chiral separa-
tion of the target products using different chromatographic methods
(29-31). Recently, we reported the simple and efficient reduction
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Figure 1. Flavanone 1 and 4-aminoflavane structure.

synthesis of new flavanone derivatives in one step with high yield and
no side products. Two methods were investigated to synthesize the tar-
getcompounds(32,33). Thefirstapproachdealswithdirectreductive
amination. When a mixture of carbonyl compound and the amine is
treated with an appropriate reducing agent in a single operation, itis
termed a direct reductive amination reaction. NaBH, is an inexpen-
sive, safe and environmentally friendly reducing agent. It has been
used to reduce C = N bonds in the presence of methanol (32, 33).
The second approach is based on the work of Tripathi et al. (34)
where they reported the synthesis of various 2-substituted-4-(2-
pyridyl) benzopyrans using aluminum amalgam as catalystin reduc-
tive condensation of 2-substituted-2h-1-benzopyran derivatives with
pyridine as a key step. The abovementioned synthetic approaches
wereused to prepare novel flavanone derivatives. Flavanones are op-
tically pure compounds; however, owing to a non-stereoselective syn-
thesis, introduction of a primary amine added anotherasymmetric
center yields a 1:1mixture of diastereomers. Polysaccharide-based chi-
ralstationary phaseshavebeenused frequentlyintheenantiosepara-
tion of various classes of organic compounds (35-40). This paper
reports the diastereomeric separation of compounds 4-aminoflavanes
(theirchemical structures asshownin Figure 1) by high-performance
liquid chromatography (HPLC) on a polysaccharide-type chiral sta-
tionary phases (CSP). The influence of various operating parameters
has been studied to optimize the HPLC separation on the CSPs.

Methods

Reagents

Forthe synthesis of proposed compounds, flavanone and aniline had
been purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). o-Toluidine,
3-chloroaniline and m-anisidine have been purchased from Fluka (Buchs,
Switzerland). Allsolventsand reagentswereobtained from Chemminova
(Harbogre, Denmark) and Riedel-deHaén (Sleeze, Germany).

Synthesis of 4-aminoflavan derivatives 2-3

Flavanone (5 mmol) and primary amine (5 mmol) were refluxed in
methanol (5 mL) (Figure 2). After 3 days, the main liquid was heated
to the boiling point, and an equal volume of hot water was added.
Crystalswereobtained upon cooling the mixture. The 4-iminoflavans
were recrystallized from ethanol (Figure 2).

Ten milligrams of the previously prepared imine were placed in a
100 mL Erlenmeyer with 5 mL of absolute ethanol. Agitate using a
magnetic stirrer and the solution was cooled to 5°C. While stirring
with a magnetic stirrer, introduce 0.01 g of sodium borohydride in
small portions. The mixture was allowed to stand for 5 min, then fil-
tered, washed with alittle cold ethanol and allowed to dry (Figure 3).

(LT
NaBH, LA

— I [

N A R EtOH 10min 5C

R
1 J 2R=C]
N 3 R=OCH;

Figure 3. Schematic representation of the synthesis of 4-aminoflavan 2-3.

Synthesis of 4-(substituted amino) 2-phenyl
chroman-4-ol derivatives 4-7

General procedure: To a mixture of HgCl. (0.037 mol) and freshly
prepared aluminum powder heated at 120°C for 20 min was added
a mixture of pyridine (1.20 mL) or the appropriate primary amine
and flavanone 1 (0.0080 mol) with vigorous stirring and the contents
were refluxed for 2 h. The reaction mixture was cooled and then
poured into 6 N NaOH solution (20 mL) with vigorous stirring. The
aqueous layer was extracted with ethyl acetate. The organic layer
was washed with water and the solvent was distilled to give an oily
residue. The crude product was chromatographed on silica gel col- umn
using petroleum ether:ethyl acetate (80:20 v/v) as eluent to give
products 4-7 (Figures 4 and 5).

High-performance liquid chromatography

HPLC experiments were carried out on a SHIMADZU LC 20-A sys-
tem equipped with a vacuum degasser, PerkinElmer (Norwalk, CT,
USA), Shimadzu® LC 20 AD (Kyoto, Japan) 200 LC pump, injector
with 20 uL. Rheodyne 1907 sample loop equipped with a UV detector
Shimadzu SPD-20 A (Kyoto, Japan). All analytes were dissolved in
methanol at concentrations ranging 0.5-1 mg mL™. The injection
volumewas 20 pL and the UV detector was set at 290 nm. Chromato-
graphic separations were carried out under isocratic mode at a flow
rate of 0.4 mL min™* which may be changed under particular cases
at ambient temperature.

Three analytical columns were used in this work: a Exsil C18 ODS
column (250 x 4.6 mm ID, particle size3 pm), two polysaccharide-
based CSPs were evaluated in this study, namely cellulose derivatives:
Chiralcel®OD-H [cellulose tris (3,5-dimethylphenylcarbamate)] col-
umn (150 x 4.6 mm ID, particlesize5 ym) and Chiralcel®OJ [cellulose
tris (4-methylbenzoate)] column (150 x 4.6 mm I.D, particle size10
um), purchased from Chiral Technologies Europe (Illkirch, France).

HPLC-grade solvents used were: ethanol, 2-propanol, n-hexane
and methanol.

Results

Synthesis of 4-aminoflavan derivatives
Therearetwoapproachesapplied forthesynthesis of4-aminoflavanes.
The first approach deals with the reduction in 4-iminoflavan to the
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Figure 4. Schematic representation of the synthesis of 4-(substituted amino)
2-phényl chroman-4-olderivatives 4-6.
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Figure 5. Schematic representation of the synthesis of 2-phenyl-4-( pyridin-2-yl)
chroman-4-ol 7.

corresponding secondary amine by NaBH,. The synthesis of imine
was carried out by refluxing the flavanone and appropriate primary
amine in methanol without catalysis (25). The results show that the
reductive amination of a wide variety of 4-iminoflavan has been suc-
cessfulunderthisconditionandgivesthedesired products2—-3ingood
yieldsas shown in Figure 6. However, the reduction in flavanone with
NaBH, using MeOH as a solvent (33) provided poor yields and re-
quires multiple reaction steps. The second approach requires the pres-
ence of electron withdrawing groups, the synthesis of various
flavanone derivatives using aluminum amalgam as catalystin reduc-
tive condensation of flavanone with pyridine and an appropriate pri-
mary amine as a key step (34). Thus, the reaction was carried out by
condensation of flavanonewith pyridinein the presence of aluminum
amalgam [Al/HgCl.] to afford the desired 4-(substituted amino) 2-
phenyl chroman-4-ol derivatives 4—6 and 2-phenyl-4-( pyridin-2-
yl)chroman-4-o0l (7) (Figure 6). It was found that the second reaction
has a beneficial effect on the synthesis of flavanone derivativesand
provided excellent yields.

Thestructures ofallnewproductshavebeen confirmedbyelemen-
talanalysisandspectral studies suchasinfrared (IR), ultraviolet (UV)
and nuclear magnetic resonance (*H and 3C). For example, the IR
spectraofall compounds didnotshowanyabsorption duetothe pres-
enceof C=0.Thesynthesized compoundswiththeirphysicaldataare
listed below.

N-(m-Chloro-phenyl) 4-aminoflavan (2): yellow powder, yield 30%,
F78-79°C, UV max (MeOH,nm): 253 (band I); 321 (band IT), IR (KBr,
cm™): 3,375 (N-H), 3,084 (=CH arom), 1,572-1,341 (C = C), 1,322
(C-N), 1,115 (C-0),'H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): 7.39-7.47
(5H,m, H-2",3"4",5,6"), 7.29 (1H, d, H-4"), 7.01 (1H, m, H-8), 6.98
(1H,m,J=5.5,H-4),5.45(1H,ddd,J=2.8 and 7.0 Hz,H-2),2.98 (1H,
m,J = 5.5,7.0,13.2 Hz, H3b), 2.79 (1H, m, J = 2.8, 5.5, 13.2 Hz, H-32).
BCNMR (400 MHz, CDCI3, ppm): 136.3 (C-4), 163.6 (C-5), 156.3
(C-7), 132.01 (C-6), 131.7 (C-8), 143.4 (C-9), 127.6 (C-10), 126.4
(C-17), 138.5 (C-2"), 138.5 (C-6"), 128.4 (C-3"), 128.4 (C-5), 129.3
(C-4"), 77.8 (C-2), 44.4 (C-3), 148.17 (C-1"), 102.1 (C-2"), 159.85
(C-3"),107.6 (C-4"), 130.4 (C-5"), 104.0 (C-6").

N-(m-Methoxyphenyl) 4-aminoflavan (3): pale yellow powder,
yield 53% F 76—77°C, UVmax (MeOH, nm): 252 (band I); 319 (band
1I), IR (KBr, cm™): 3,375 (N-H), 3,067 (=CH ar), 2,935 (C-

H), 2,853, 3,002 (CH2, CH3), 1,572-1,407 (C = C), 1,322 (C-N),

2 Tl N
® ;
L)
Fon
g HN. cl

Figure 6. Structures of 4-aminoflavan derivatives.

1,178, 1,115 (C-0), 697 (CH ar)."H NMR (400 MHz, CDCls,
ppm):7.39-7.47 (5H, m, H-2,3",4" 5" ,67),5.45 (1H, dd,J = 2.9
and 5.2 Hz, H-2), 4.03 (1H, m, H-1"), 3.08 (1H, m, J =7.3, H-4),
3.03 (3H, s, CH3), 2.98 (1H, dd, J = 5.2,7.3, 13.2 Hz, H-3b), 2.79
(1H, m, J = 2.9, 7.3, 13.2 Hz, H-32). 3C NMR (400 MHz, CDCls;,
ppm): 161.4 (C-4), 163.5 (C-5), 156.1 (C-7), 131.7 (C-6) 131.7
(C-8), 143.7 (C-9),127.0 (C-10), 126.7 (C-1"), 118.1 (C-2"), 138.9
(C-67), 128.4 (C-3"), 128.4 (C-5") 118.14 (C-4"), 77.3 (C-2), 79.2
(C-3), 126.1 (C-1"), 101.00 (C-2"), 128.85 (C-3"), 107.9 (C-4"),
130.0 (C-5"), 103.8 (C-6").

2-Phenyl-4-( phenylamino) chroman-4-ol (4): white powder, yield
96%, F 86-87°C, UV max (DMF, nm): 247 (band I); 321 (band II),
IR (KBr, cm™): 3,416 (OH), 3,063 (N-H), 3,078 (=CH arom), 1,547-
1,409 (C = (), 1,369 (C-N), 1,115 (C-0).'*H NMR (400 MHz, CDCls,
ppm): 7.27-7.30 (2H, m, H-4",6"), 6.87-6.98 (2H, d, H-3",7"), 6.79
(1H,s,NH),5.39(1H,dd,J=4.9and 5.2 Hz,H-2),3.08 (1H,dd,J=4.9
and 24.6 Hz, H-3a),2.98 (1H,dd,J=5.2and 24.6 HzH3b),2.06 (1H,
s, OH). 3C NMR (400 MHz, CDCIl3, ppm): 191.9 (C-4), 163.4 (C-5),
156.7(C-7),120.9 (C-6), 131.5 (C-8), 127.0 (C-9), 126.1 (C-10), 126.6
(C-1"), 138.5 (C-27), 138.7 (C-6"), 128.5 (C-3"), 128.5 (C-5") 129.6
(C-4"), 76.5 (C-2), 44.6 (C-3), 146.5 (C-1"), 128.7 (C-2"),128.7
(C-6"),118.3 (C-4"), 118.1 (C-3™), 121.6 (C-5").

4-(3-Chlorophenylamino)-2-phenyl chroman-4-ol (5): brown
powder, yield 98%, F 131-132°C, UVmax (MeOH, nm): 250 (band
1); 320 (band II), IR (KBr, cm™): 3,412 (OH), 3,285 (N-H),
3,084 (=CH arom), 1,555-1,404 (C=C), 1,333 (C-N), 1,050
(C-0),'H NMR (400 MHz, CDCl;, ppm): 7.22 (1H, m, H-6"), 7.02
(1H, d, H-5"), 6.92 (1H, d, H-7"), 5.45 (1H, s, NH), 5.39 (1H, dd,
J =2.8 and 7.8 Hz, H-2), 3.08 (1H, dd, J = 2.8 and 13.2 Hz, H-32),
2.98 (1H, dd, J=7.8 and 13.2 Hz, H3b), 2.06 (1H, s, OH). 13C
NMR (400 MHz, CDCl;, ppm): 79.6 (C-4), 118.8 (C-5), 156.3
(C-7), 128.6 (C-6), 131.7 (C-8), 143.4 (C-9), 127.6 (C-10), 126.4
(C-1"), 138.5 (C-2"), 138.5 (C-6"), 128.4 (C-3°), 128.4 (C-5'), 129.3
(C-4"), 77.0 (C-2), 77.4 (C-3), 136.4 (C-17), 102.1 (C-2"), 118.8
(C-3"),107.6 (C-4™), 128.6 (C-5"), 104.0 (C-6™).

4-(3-Methoxyphenylamino) 2-phenyl chroman-4-ol (6): light
brown powder, yield 75% F 111-112°C, UV max (MeOH, nm): 252
(band I); 318 (band II), IR (KBr, cm™): 3,409 (OH), 3,282 (N-
H), 3,067 (=CH ar), 2,935 (C-H), 2,853, 3,163 (CH2, CH3), 1,572—
1,407 (C =C), 1,322 (C-N), 1,178, 1,339 (C-N), 1,049 (C-0), 697
(CH ar).'H NMR (400 MHz, CDCl;, ppm): 7.33 (1H, d, H-5"),
7.18 (1H, m, H-6"), 6.27 (1H, d, H-3"), 6.23 (1H, s, NH), 5.45
(1H, s, OH), 5.39 (1H, dd, J =7.2 and 2.9 Hz, H-2), 3.71 (3H, s,
CH3),3.08(1H,dd,J=7.2and13.2 Hz, H-3b),2.98 (1H,dd,J=2.9
and 13.2 Hz, H3?). 3CNMR (400 MHz, CDCl;, ppm): 191.6 (C-4),
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163.5 (C-5), 101.1 (C-7), 76.5 (C-6) 131.7 (C-8),143.7 (C-9),127.0
(C-10), 126.7 (C-1"), 118.1 (C-2), 138.9 (C-6"), 128.4 (C-3"), 128.4
(C-57),118.14 (C-4"), 44.6 (C-3), 118.1 (C-17), 101.0 (C-2"), 101.1
(C-3™),107.9 (C-4"), 130.0 (C-5"), 103.8 (C-6").

2-Phenyl-4-( pyridin-2-yl)chroman-4-ol (7): orange powder, yield
99% F 118-119°C, UV max (MeOH, nm): 252 (band I); 318 (band
11), IR (KBr, cm™): 3,415 (OH), 1,636 (C = N), 1,574-1,333 (C = C),
1,250 (C-C), 1,049 (C-0).:H NMR (400 MHz, CDCls, ppm) 9.0
(1H, d, H3"), 7.68 (1H, m, H-5"), 7.65-7.57 (6H, m,
H-2",3",4",5",6",6™), 7.25 (1H, m, H-5), 6.19 (3H, m, H-6, 7, 8),
5.45 (1H, s, OH), 5.39 (1H, dd,J=2.8 and 7.1 Hz, H-2), 3.08 (1H,
dd, J=2.8 and 13.2 Hz, H-33), 2.98 (1H, dd, J=7.1 and 13.2 Hz,
H3P). 3C NMR (400 MHz, CDCl;, ppm): 145.45 (C-17), 138.7
(C-37), 136.37 (C-6"), 130 (C-57), 129 (C-9), 128 (C-6', 2", 57),
126.2 (C-7), 121.6 (C-4"), 120.9 (C-6), 118.1 (C-8), 77.44 (C-4),
76.98 (C-2), 76.55 (C-3).

Preliminary study: the separation by a conventional C18 column
Preliminary experiments were carried out on a conventional C18-
bondedstationaryphase,althoughattemptstoresolvesomedia-
stereomericof flavanone derivatives were already reported to be gen-
erally unsuccessful. The operating parameters (mobile phase
composition, temperature) were optimized in order to achieve the
best separation of the products 2—7 diastereomers as illustrated in Fig-
ure 7. Therefore, since hydrophobic interactions were insufficient to
separate the 4-aminoflavan diastereomers, the use of a chiral cellulose-
based stationary phases was investigated in order to obtain a faster
and enhanced separations.

Discussion

HPLC on a polysaccharide-type stationary phase
This study is focused on the evaluation and comparison of the enan-
tioselective performance of these CSPs (Chiralcel®OD-H and
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Chiracel®QJ) in the two phase separation modes for the novel 4-
aminoflavanes. The chromatographic data of analyst are summa-
rized in Table 1.

Boththepolysaccharide-based CSPs could be used forenantiosepara-
tion of the majority of products in the normal phase mode. It is obvious
from the comparison of the both columns that the Chiralcel®OJ CSP
showed significantly higher enantioselectivity and enantio-resolution val-
ues for the tested compounds as shown in Table I. Comparing cellulose
tris-(4-methylbenzoate) and cellulose tris-(3,5-dimethylphenylcarbamate)
cellulose CSPs indicates better enantioselectivity and resolution values,
obtained on the first phase.

The complementary effect of the enantioseparation abilities of cel-
lulose tris-(4-methylbenzoate) of cellulose is illustrated on the
enantio-resolution of4-aminoflavan2,3,4and 7 asshownin Figure 8.
Chiralcel®OD-H CSP did not achieve satisfactory separation of the
analytes under study. The results in Table I show that five peaks are
separated for the product 2. According to the work of Rahou et al.
(25), the peak with k=1.78 corresponds to the intermediate product.
The enantiomer of N-(m-chlorophenyl) 4-iminoflavan was resolved
on Chiralcel®OJ with a mixture of n-hexane and ethanol.

The normal phase mode was found to be more advantageous for
the separation of the majority of the studied compounds on the both
columns. The chiral recognition mechanismis clearly differentinthe
other separation modes; however, hydrogen bonding and -1 interac-
tions of the aromatic moieties of the CSPs with the aromatic parts of
the analytesare preferred in the normal phase separation system (35).

Among the various existing CSP, polysaccharide-based stationary
phases have proved to be very efficient materials in HPLC in normal
modefortheresolution of either chiral compounds ordiastereomers.
The discrimination power of these polysaccharide-based phases stems
from complexinteractions (which have not been fully elucidated yet)
with the solutes. In summary, acombination of hydrophobicinterac-
tions, attractive forces (e.g., hydrogen bonding), dipole-dipole interac-
tions and charge transfer (17-17) formation is believed to explain the
molecule recognition process (30, 31, 35).
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Figure 7. HPLC chromatograms the separation of compounds: 2, 3, 5 and 7 on C18 column stationary phase. Mobile phase: 100% MeOH, flow rate 0.4 mL/min,

temperature 25°C, UV detector set at 290 nm.
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Table I. The Results Achieved in the Normal Modes

Compound CSp k a R MP composition (v/v)

1 Chiralcel®OD-H 7.70 1.23 5.00 Isopropanol 100
9.49

2 Chiralcel®OJ 1.78 1.56 1.73 Hex/EtOH 80/20
2.79 1.61 2.58
4.81 1.15 1.05
5.22 1.14 1.16
5.99

Chiralcel®OD-H 1.89 1.21 0.38 Isopropanol100

2.29

3 Chiralcel®OJ 2.80 1.90 2.51 Hex/EtOH 80/20
5.34 1.15 0.80
6.15 1.43 3-54
8.81

4 Chiralcel®OJ 2.78 1.73 3.03 Hex/EtOH 80/20
4.82 1.06 0.43
5.14 1.14 1.01
5.90

Chiralcel®OD-H 1.80 1.32 0.47 Isopropanol100

2.38

5 Chiralcel®OD-H 1.88 1.25 3.98 Isopropanol100
2.36

6 Chiralcel®0J 1.40 1.28 0.30 Hex/EtOH 80/20
1.80

7 Chiralcel®0J 2.74 — — Isopropanol100
2.77 1.86 3.60 Hex/EtOH 80/20
5.17 1.15 1.16
5.95

Retention factor of the eluted enantiomer (k), enantioselectivity (o) and resolution (R).
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Figure 8. HPLC chromatograms of the enantiomeric separation of compounds 2, 3, 4 and 7 on CSP Chiralcel®0J. Mobile phase: Hexane/EtOH 80/20 (v/v), flow rate

0.4 mL/min, temperature 25°C, UV detector set at 290 nm.

HPLCenantioseparations offlavanone and theirderivatives com-
poundswith achiral carbon (C2) atom have already been reported on
such polysaccharide CSP (24, 25, 29).

The influence of the mobile phase composition (MP) on the dia-
stereomeric separations of the final products was investigated at
room temperature. For each pair of diastereomers, the effect on

retention factor (k), separation factor (a) and resolution (R) is reported
in Table I.
Anincreaseintheorganicmodifieramountresultsinadecreasein
retention (k) and separation (a) factors. Thiscanbeexplained by ade-
crease in hydrophobic interactions of the solutes with the stationary
phase, as well as T-1Tcompeting interactions of the solvent toward
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the substituted phenyl moieties of the CSP. The diastereomeric resolu-
tion of the products 2, 3and 4 occurs owing to a difference in the mag-
nitudeofinteractionsofeach diastereomerwiththe CSP.Inbrief,each
diastereomer fits stereogenically in a different way into the chiral
grooves of thestationary phase, and develops -t interactions of dif-
ferent magnitude with the CSP (28, 29). The diastereomeric separation
of compounds 2 and 7 is shown in Figure 2, after optimization of the
mobile phase composition.

Thesechiral stationary phaseshavethesamepolymericbackbone
which is cellulose, but possessed different derivatization functionality.
The results showed that tris-(4-methylbenzoate) cellulose has very
broad, and often complementary, enantiorecognition abilities. In ge-
neral, normal phase separation mode seemed to be more advanta-
geous for separation of the majority of studied pharmaceuticals
using amylose- or cellulose-based columns (35-42).

It is easy to judge from the results which CSP is more efficient
to achieve better enantioseparation of flavanone derivatives in the
normal phase mode. Chiralcel®OD-H column was slightly less effec-
tive in separation of these analytes, yet the results do not allow any
generalization.

Conclusion

This investigation describes a simple and efficient synthesis of various
flavanones derivatives starting from commercially available materials
in high yield. The ability of several polysaccharide-bases chiral station-
aryphasestoresolvesuchdiastereomersinthenormal phasemodeby
HPLC is reported. The influence of operating parameters has been
studied to optimize the separation. The polysaccharide-based chiral
stationary phase (Chiralcel®OJ) has demonstrated to be very useful
to carry out HPLC separation of 4-aminoflavan diastereomers. How-
ever, the combination of Chiralcel®OJ and Chiralcel ®OD-H columns
offersapowerfultool forenantioseparation of different typesof prod-
ucts in the normal phase mode.
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Abstract. A number of 4-iminoflavanes derivatives have been synthesized and evaluated for their antibacterial
activities. Synthesis of a 4-iminoflavanes were carried out by condensation of flavanone with a primary amine
without a catalysis. The chemical structures of the newly synthesized compounds were verified on the basis of
spectral and elemental methods of analysis. Most of the synthesized derivatives were found to be active against
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Listeria monocytogenesand Staphylococcus aureus. Activity of 4-
iminoflavanes was found to be higher than the initial materials flavanone. Investigated compounds having
substituents like ClI, OMe and OH at the starting amine exhibited enhanced activity and the presence of
electronegative groups in the studied compounds showed a direct relationship to the antibacterial activity.

Keywords: Synthesis, Flavanone, 4 - Iminoflavan, Antibacterial

1. Introduction

Flavonoid framework is medicinally important structural organization present in many bioactive
molecules showing various activities like antiviral, antibacterial, antiprotozoal, oestrogenic, anti-
inflammatory, mutagenic, antimutagenic and antineoplastic activities, and is also capable of inhibiting
many types of enzymes.[1-4] This class of compounds has received much attention because of their
pharmacological activities.[5-8]

The flavanones are a class of flavonoid (naturally occurring polyphenolic compounds) which are
extensively distributed in vascular plants.[9] These are minor ingredients of the human diet.[10-11]
Many studieshave reported that flavanone contains many pharmacological activities [12] like
antioxidant effect, inhibition of HIV-1 proteinase, and anticancer [13], vasodilator, antiviral and
antiallergenic[14], in addition to antimicrobial [15,16], anti-inflammatory[17] activities. The curiosity
in the biological properties of flavanones has resulted extreme synthetic efforts toward the synthesis of
different flavanones.[18] Moreover, amino group substituted flavone derivatives exhibit strong
antitumour activity in breast cancer cells [19].
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Although, there is some work has been carried out on nitrogen containing flavones; iminoflavones have
been reported to show considerable antimicrobial activities and antimalarial activities.[20,21]

It is well known that halogenated compounds are also strongly biologically active, [22,23] but to our
knowledge no natural flavonoids have been reported with halogens as substituents. Additionally, we
were also interested to check the effect of nitrogen atom at 4-position of flavanes on their biological
activity. Therefore, in order to search for new compounds that can be used for the treatment of bacterial
infections, this paper describes the synthesis of variably substituted 4-iminoflavanes and in vitro
evaluation of the new and known flavanone and 4-iminoflavanes against a number of bacteria.

2. Chemistry

In view of the importance of bioactive flavanone and 4-iminoflavanes in recent years as describedabove,
it was thought to replace the oxygen atom of theketone group of flavanone with asubstituted amino
group to check their effect as well asthe effect of various substituents on the biological activities of
flavanone.

The flavanone derivatives (7 compound) were synthesized using flavanone and aniline had been
purchased from Sigma-aldrich. Tertbutylamine, p-chloroaniline, m-chloroaniline, p-anisidine, 1-
naphthylamine and 4-aminophenol have been purchased from Fluka (Buchs, Switzerland),[24] as shown
in Scheme 1.

Flavanone 1 (5 mMol) and aromatic amine (5 mMol) were refluxed in methanol (5 ml), after 3 days, the
main liquid was heated to the boiling point, and an equal volume of hot water was added. Crystals were
obtained upon cooling the mixture. The 4-iminoflavans were recrystallized from ethanol.[24]

A simple and one pot process for the synthesis of 4-iminoflavanes in the presence of methanol without
catalysis,Under these conditions several products were found with very good yields (70-98%).

All of the compounds 2-8were fully characterized through spectroscopic and other analytical techniques,
details of which are given separately in Section

3. Biological activity

Synthesized compounds were tested for their antibacterial activity by adopting agar well diffusion [23,
25] method. The following bacterial cultures were used

(i)Escherichia coli (ii)Staphylococcusaureus (ii)Pseudomonas aeruginosa (iv)Listeria monocytogenes
(v)Bacillus subtilis.

The disc-diffusion method was used as a screening test for antibacterial activity. Filter paper discs
impregnated with sample solutions were placed on Mueller Hinton agar plates, which have been
inoculated with test organisms according to the standard protocol.The flavanone and all compounds,
dissolved in dimethyl sulphoxide (DMSQ), Test samples of 100pL (1 mg of test compounds) were
poured into each well and the plates were incubated at 37°C for 24 h.The diameters of the inhibition
zones were measured after 24 h. Filter paper discs containing DMSO without any test compound served
as control and no inhibition was observed. The results of the antibacterial screening were compared with
the standard antibacterial drug Ampicillin. The results of these experiments are summarized in Table 1.

4. Results and discussion

At the present work, we have employed flavanone as a naturally occurring skeleton for the synthesis of
4-iminoflavanes then screen them against representative panel of Gram-positive and Gram —
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negative bacteria. The in vitro bioactivities of the synthesized compounds have shown encouraging
results against various classes of bacteria as mentioned above.

The results of the screening test for the eight different flavanones derivatives against five bacteria using
the disc-diffusion method are shown inTablel.

Antibacterial activity analysis of 4-iminoflavane 2-8 showed moderate activity against Staphi and
L.monocytogenesbut exhibited very low activity against E.coliand B.cereus. However, flavanone witch
are the starting materials significant of synthesized, did not show significant activity against tree
bacteria. Only one product 3showed activity against E.coli, while all compounds 2-8 showed height
antibacterial activity against L.monocytogenes. None of the eight flavanones derivatives showed activity
against P.aeruginosa. Among the products tested, only tree 2, 3, Sexhibitedactivity against the gram-
positive bacteria Staphi.

The product 8showed serious antibacterial activity with value ranging between (15.6-23.3) against tree
different gram-positive bacterial.

In most cases, the presence or introduction of various functional groups in a compound does not allow
to accurately explain the kind and intensity of its biological activity.?It is clear that antibacterial activity
of flavanones derivatives increases accordingly on replacing oxygen atom with nitrogen atom at 4-
position.

All 4-iminoflavanes 2-8 have more antibacterial activity as compared to flavanones. Furthermore, when
4-iminoflavanes 4, 5, 7 have methoxy, hydroxyl group and Cl atom in the amine-ring at position 4°’, the
linear growth inhibition against L.monocytogenes and Staphi. However, 4-iminoflavanes 4 are much
more active against bacteria than 6.Thus increase in activity is probably due to the resonance effect of
aliphatic group that is more prominent than aromatic amine with give more activity against
L.monocytogenes, Moreover, product 8 showed a very significant inhibition against 23.3.

The results show that electron-donating and electronegative groups are responsible for the antibacterial
activity of flavanone and 4-iminoflavanes provided these groups are at 4’’-position in amine-ring rather
than any other position.

The N-(2-naphtyl) 4-iminoflavan (8) showed linear growth inhibition of 16.3 and 15,6 against
Staphiand B.cereus respectively, whereas standard drug ampicillin showed 28 and 25, respectively.

Therefore, it is concluded that a 2-naphtyl moiety in compound 8 is responsible for its enhanced
antibacterial activity, while flavanone and the other 4-iminoflavanes remain inactive or less active.

Table 1. Antibacterial activities of flavanone and 4-imioflavanes compounds, relative to the
standard drug Ampicillin

Bacteria
E.coli Staphi P.aeruginosa | L.monocytogenes B.cereus
Compound
1 - 8.0 - - 7.3
2 - - - 7.3 -
3 7.0 - - 15.0 -
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4 - 7.0 - 14.0 -

5 - - - 7.3 7.3
6 - 7.0 - 7.3 8.3
7 - 18.0 - 20.0 18.0
8 - 16.3 - 23.3 15.6
Ampicillin 25 25 - - 28

Inhibition zones are given in millimeter

0
HNR A 72h O

MeOH

O

e
Ao A s o ¢

Scheme 1:

Synthesis of 4-iminoflavanes compounds 2-8
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Different compounds of flavanones derivatives have been synthesized and evaluated for their biological
activities. The chemical structures of the newly synthesized compounds were verified on the basis of
spectral and elemental methods of analysis. Investigation, of antibacterial activity of these compounds
was determined by measuring inhibition zones for Gram-positive and Gram-negative bacteria, among
the various synthesized compounds. It can further be concluded that the percentage inhibition increases
as the electronegativity of the halogen atom on amine-ring increases.

6. Experimental

Chemicals used in the present study were purchased from Merck and Fluka (Germany). All solvents and
reagents were obtained from Chemminova (Harbogre, Denmark) and riedel- deHaén (Sleeze, germany).
Rf values were calculated by using precoated silica gel aluminium packed plates Kiesel gel
60F254Merck (Germany).Melting points were determined in open capillaries using B-540 Blichi
melting point apparatus and are uncorrected. FTIR spectra, spectrophotometer usingKBr discs. *H NMR
and *C NMR spectra were recorded on Bruker AC (400 MHz) in MeOD-d4 solution using TMS as
internal standard.Purity of each compound was monitored by TLC.

The procedure for the synthesis of a representative 4-iminoflavanes 2-8 is given below. All of the
compounds were synthesized according to the procedures 2* as outlined in Scheme 1. Spectroscopic as
well as other physical data of the known products are given in the cited literature, while those of the new
one 3, 4,5 and 7 are given below.

N-(Tertbutyl) 4-iminoflavan (3): green powder, yield 83 %, F 72—74 °C, UVmax (DMF, nm): 265 (band
I); 320 (band IT), IR (KBr, cm—1): 3,084 (=CH arom), 2,860-2,960 (CH3), 2,919 (CH2) 1,606
(C=N), 1,547-1,498 (C=C), 1,153, 1,033 (C-0O).

'H NMR(400 MHz, CDCI3, ppm, J3, J2Hz): 7.87 (d, 8.02, H-5), 7.83 (m, H-7), 6.96 (d, H-6), 7.57 (d,
H-2', H-6"), 7.53 (m, H-4"), 7.31 (d, H-3', H-5), 6.81 (d, H-8), 5.40 (1H, dd, 3.2,2.8, H-2), 2.99 (1H,
dd, 2.8, 13.6 Hz, H3b), 2.77 (1H, dd, 3.2, 13.6 Hz, H-3a), 1.30(m, 3CH3).

13C NMR(400 MHz, CDCI3, ppm): 165.7 (C-4), 163.4 (C-5), 156.7 (C-7), 131.7 (C-6) 131.5 (C-8),
143.0 (C-9), 127.2 (C-10), 126.6 (C-1"), 138.7 (C-2'), 138.7 (C-6"), 128.5 (C-3'), 128.5 (C-5") 129.6
(C-4"), 77.4 (C-2), 52.1 (C-1), 44.6 (C-3), 30.1(3CH3).

N-(p-Chloro-Phenyl) 4-iminoflavan (4): dark brown powder, yield 85 %, F 72—73 °C, UVmax (DMF,
nm): 265 (band I); 320 (band II), IR (KBr, cm—1): 3,084 (=CH arom), 2,860(CH2), 1,606 (C=N), 1,547—
1,498 (C=C), 1,153, 1,033 (C-0).

'H NMR(400 MHz, CDCI3, ppm):7.85 (d, H-5), 7.80 (dd, H-7), 7.58 (dd, 6.1, 2.3, H-2", H-6'), 7.54
(dd, 6.2, 6.3, H-4"), 7.33 (dd, 6.1, 6.2, H-3", H-5), 7.01 (dd, 5.9, 6.1 H-5"), 6.69 (d, 6.1, H-2"), 6.55 (d,
2.3, H-3"), 6.43 (dd, 6.2, 2.3H-6"), 6.96 (dd, 6.1, 6.4, H-6), 6.81 (d, 6.1, H-8), 5.38 (1H, dd, J = 2.8,
3.2, H-2), 2.96 (1H, dd, J = 3.2, 13.6 Hz, H3b), 2.76 (1H, dd, J = 2.8, 13.6 Hz, H-3a).

13C NMR(400 MHz, CDCI3, ppm): 164.6 (C-4), 163.6 (C-5), 156.3 (C-7), 132.01 (C6), 131.7 (C- 8),
143.4 (C-9), 127.6 (C-10), 126.4 (C-1'), 138.5 (C-2'), 138.5 (C-6), 128.4 (C-3"), 128.4 (C-5'), 129.3
(C-4"), 77.8 (C-2), 44.4 (C-3), 148.17 (C-1"), 102.1 (C-4"), 159.85 (C-3"), 107.6 (C-2"), 130.4 (C-5"),
104.01 (C-6").
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N-(p-Methoxy phenyl) 4-iminoflavan (5): yellow powder, yield 98 % F 54-50 °C, UV max(DMF,
nm): 270 (band 1); 320 (band I1), IR(KBr, cm—1): 3,067 (=CH ar), 2,853, 2,927 (CH2, CH3), 1,609
(C=N), 1553, 1,491 (C=C), 1,178, 1,077 (C-O), 697 (CH ar).

'H NMR(400 MHz, CDCI3, ppm):7.88 (d, H-5), 7.84 (m, H-7), 7.56 (d, H-2', H-6"), 7.53 (m, H-4"),
7.33 (d, H-3', H-5"), 6.21 (d, H-2"), 6.35 (d, H-3"), 7.05 (d, H-5"), 6.24d (d, H-6"), 6.96 (t, H-6), 6.83
(d, H-8), 5.33 (1H, dd, J = 2.8, 3.2, H-2), 2.91 (1H, dd, J = 3.2, 13.6 Hz, H3b), 2.77 (1H, dd, J = 2.8,
13.6 Hz, H-3a), 3.71 (3H, s, 4"-O-CH3).

13C NMR(400 MHz, CDCI3, ppm):164.8 (C-4), 163.5 (C-5), 156.1 (C-7), 131.7 (C-6) 131.7 (C- 8),
143.7 (C-9),127.6 (C-10), 126.7 (C-1"), 138.9 (C-2"), 138.9 (C-6"), 128.4 (C-3"), 128.4 (C-5') 129.6 (C-
4'),77.3 (C-2), 44.6 (C-3), 148.1 (C-1"), 101.0 (C-2"), 160.7 (C-3"), 107.9 (C-4"),130.0 (C-5"), 103.8
(C-6").

N-( Hydroxyl-Phenyl) 4-iminoflavan (7): brown powder, yield 70 %,

F 138-139 °C, UV max(DMF, nm): 260 (band I); 314 (band II), IR(KBr, cm—1): 3,412(OH), 3,078
(=CH arom), 1,607 (C =N), 1,547-1,498 (C=C), 1,142 (C-O).

'H NMR(400 MHz, CDCI3, ppm) 12.77(s, 4”-OH), 7.87(d, H-6), 7.64(m, H-6), 7.40(m, H2’, H6"),
7.19(d, H2"’, H6’*), 7.00(d, H8), 6.98(m, H-3", H-6), 5.41(1H, dd, J=2.5, 13.2Hz, H-2), 3.05(1H,
dd, J=3.6, 2.8, H-3b), 2.85(1H, dd,J=3.6, 2.8, H-3a).

13C NMR(400 MHz, CDCI3, ppm): 165.7 (C-4), 163.4 (C-4>*), 156.7 (C-7), 131.7 (C-6) 131.5 (C-8),
143.01 (C-9), 127.2 (C-10), 126.6 (C-1'), 138.7 (C-2'), 138.7 (C-6'), 128.5 (C-3'), 128.5 (C-5') 129.6
(C-4"), 77.4 (C-2), 44.6 (C-3), 146.5 (C-1"), 115.0 (C-2"), 115.0 (C-6"), 129.2 (C-3"), 129.2 (C-5").
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Abstract

This work was interested in the synthesis, biological activity and chiral separation of enantiomers and
diastereomers of 4-Iminoflavane derivatives. First we synthesized a new molecules from flavanone by a simple and easy
methods. These syntheses are based on condensation and reduction reactions using as reagents primary amines and
pyridine. This allowed us to prepare twenty-one new Flavanone derivatives, which not described until today. The structures
of these compounds have been proved by spectroscopic methods IR, UV, RMN*H and RMN*C. The HPLC enantiomeric
separation of all products 2-22 was accomplished in the normal phase and organic polar mode, using six polysaccharides
derived chiral stationary phases (Chiralcel®OD-H, Chiralcel®OD, Chiralcel®0J, Chiralpak®AD, Chiralpak®IA and
Chiralpak®IB) and various n-alkane/alcohol mobile phases. The enantioseparation of these new compounds shows that the
chiral recognition mechanism of each stationary phase is based on the chemical nature and conformation of the chiral
selector. Finally, all the synthesis products undergone varied biological activities (antioxidants, antibacterials and
antifungals). For our tests against bacteria, the results were different and mostly positive for all compounds. The antifungal
tests against Fusarium oxysporum f.sp. albedinis were negative. Used for the antioxidant test, the following three
techniques : scavenging of the radical DPPH, ferric reducing-antioxidant power (FRAP) and the - carotene tested. The
results of antioxidant activity showed that most derivatives have a high inhibitory ability against radicals in particular the
4-imnoflavans.

Keywords: Flavanones, Chiral separation, HPLC, Diastereomers, Chiral stationary phase, Biological activities,
DPPH, FRAP.

Résumé

Dans ce travail nous nous intéressons a la synthése, 1’activité biologique et la séparation chirale des énantiomeéres
et des diastéréoisomeres des dérivés de 4-Iminoflavanes. Nous avons développé une méthode de synthéses simples a partir
de la molécule flavanone. Ces synthéses sont basées sur des réactions de condensation et de réduction en utilisant comme
réactifs des amines primaires et la pyridine. Ceci nous a permis de préparer Vingt-et-un nouveaux dérivés de flavanone
jamais décrits a ce jour. Tous les produits obtenus sont analysés et caractérisés par IR, UV, RMN'H et RMN®C. La
séparation chirale par CLHP de tous les produits synthétisés 2-22 a été accomplie en mode de phase normal et en
phase organique polaire en utilisant six phases stationnaires chirales dérivées des polysaccharides (Chiralcel®OD-H,
Chiralcel®OD, Chiralcel®0J, Chiralpak®AD, Chiralpak®IA et Chiralpak®IB) et de diverses phases mobiles de n
alcane/alcool. Le mécanisme de discrimination chirale de chaque phase stationnaire en se basant sur la nature et la
conformation chimique du sélecteur chiral. Finalement, tous les produit obtenues nous a conduits a 1’étude de leurs activités
biologiques (antioxydantes, antibactériennes et antifongiques). Les résultats nous ont permis d’affirmer que la majorité des
produits synthétisés ont un pouvoir inhibiteur vis-a-vis de tous les microorganismes testés. Les tests antifongiques en
utilisant les souches de Fusarium oxysporum f.sp. albedinis sont négatifs. Trois techniques d’évaluation du pouvoir
antioxydant appliquées : piégeage du radical DPPH, réducteur du fer (FRAP) et le test de B-caroténe. Les produits
synthétisés présentent une activité antioxydante remarquable surtout pour les 4-iminoflavanes.

Mots clés : Flavanone, Séparation chirale, Diastéréoisoméeres, CLHP, Activité biologique, Phases stationnaires,
DPPH, FRAP.



