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« Les chimistes sont une éfrange classe de mortels, animés d’une folle pulsion de
rechercher leur plaisir dans les fumées et les vapeurs, la suie et les flammes, les poisons
et la pauvreté [...] pourtant malgré tous ces malheurs, ma vie est si agréable que je
mourrais si je devais échanger ma place avec le roi de Perse. »
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+« Johann Joachim Becher, Physica Subterranea (1667)
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Introduction

Depuis pres de trois décennies, le laboratoire PEIRENE étudie les
photosensibilisateurs pour de nombreuses applications, telles que la photothérapie dynamique
anticancéreuse, la désinfection des surfaces ou encore la photodépollution des polluants
persistants. Les photosensibilisateurs tétrapyrroliques sont tout particulierement utilisés du fait
de leur forte absorbance, leur stabilité et leur fluorescence. Un de leurs inconvénients est leur
synthese parfois difficile qui limite leur usage a grande échelle. La phénalénone est un
photosensibilisateur tres peu exploité dans la littérature, en témoignent les 9 articles publiés
en 2019 faisant référence au terme « phenalenone », contre prés de 2400 pour le terme
« porphyrine ». Ce photosensibilisateur est pourtant simple a synthétiser et possede surtout
un excellent rendement en oxygéne singulet. Outre une absorbance moins intéressante que
les porphyrines, une de ses principales limites réside dans le nombre de fonctionnalisations

disponibles n'impactant pas le rendement en oxygene singulet.

Apreés un état de I'art des fonctionnalisations et des utilisations de la phénalénone, la premiére
partie de cette thése consistera donc en I'élaboration d’'une série de nouveaux dérivés de
phénalénone portant des groupements d’intérét n'impactant pas le rendement en oxygéne
singulet. Ces dérivés seront par la suite utilisés dans des applications propres au laboratoire
PEIRENE ou sa facilité de synthese pourra constituer un atout par rapport a d’autres
photosensibilisateurs tels que les porphyrines. Supportée a la surface de matériaux
lignocellulosiques ou siliceux, elle servira d’agent de protection environnementale, d’'une part
comme antifongique pour lutter contre la putréfaction du bois, et d’autre part comme
photodépolluant des eaux contaminées par des composés organiques persistants. Structurée
sous forme de de micelles ou de vésicules, ou couplée a des sels de triazolium, elle servira
alors d’agent antimicrobien dans la lutte contre les bactéries multirésistantes, probléme majeur

de santé publique.




Chapitre I. Bibliographie

I.1. Les photosensibilisateurs : définition et généralités

Les photosensibilisateurs (PS) constituent une classe de molécules capables de capter
I'énergie lumineuse, puis de restituer cette énergie a son environnement. Quelques exemples
de PS sont connus du grand public, tels que la chlorophylle, capable de capter I'énergie du
soleil et de restituer cette énergie a des pigments voisins pour réaliser la photosynthése, ou le
bergapténe, terpéne contenu dans I'huile de bergamote, dont I'application sur la peau conduit
a des brdlures séveéres lorsqu’exposée au soleil. Ces composés organiques ou inorganiques,
jouent ainsi le role de messagers de [I'énergie lumineuse. Les processus de
photosensibilisation sont aujourd’hui largement compris, et de trés nombreux PS ont été
développés pour des utilisations trés variées, notamment pour des applications thérapeutiques
contre les cancers, les champignons et les bactéries multirésistantes, ou des applications

environnementales contre des polluants persistants, entre autres.

[.1.1. Mode d’action d’un PS
Le photosensibilisateur, généralement a I'état singulet lorsqu’il est a son état fondamental
(*PS), peut absorber un photon (parfois deux) pour atteindre un état excité *PS*. Une fois
excité, I'énergie peut étre convertie de différentes maniéres. Le mécanisme le plus simple est
la réémission d’'un photon d’énergie légerement inférieure au photon absorbée, processus
appelé fluorescence. Mais en fonction de la nature du photosensibilisateur, d’autres

mécanismes peuvent avoir lieu : les mécanismes de Type | et de Type Il (Figure 1).

Type | — Type
Conversion interne

DE™ DE [P R —
o sc =D==—= _CS  —
ROS >'< «~  |'psr ==
? PS*™ E— z S '0,
: PS* S
S Transferts 2 Transfert
d'électron o d'énergie
3
S o — — °0;

'Ps
& = Relaxation vibrationnelle
Photon(s) Photon

Figure 1. Diagramme de Perrin-Jablonski simplifié. SC = Séparation de charges, DE = Donneur
d’électron, CIS = Conversion intersystéme, S = Substrat oxygéné (généralement O2)




e Meécanisme de Type Il

Lorsqu’il est excité, le photosensibilisateur a I'état singulet *PS* instable (donc avec tous ses
électrons appariés) peut subir un processus de conversion intersystéme pour aboutir & un état
ou deux électrons ne sont plus appariés : I'état triplet *PS, plus stable. L’oxygéne moléculaire
étant fondamentalement a I'état triplet, celui-ci peut alors capter I'énergie excédentaire du
photosensibilisateur a I'état triplet, ce qui a pour conséquence d’apparier ses électrons et
former de I'oxygéne singulet *O;, une forme extrémement réactive du dioxygéne du fait de la

nature de son état (singulet) identique a celui de la plupart des molécules organiques.

L’oxygéne singulet posséde un temps de vie trés court particulierement influencé par la nature
du solvant. La présence de liaisons O-H diminue fortement ce temps de vie, tandis que les
liaisons C-H le diminue modérément. En conséquence, I'oxygéne singulet a un temps de vie
trés court dans I'eau (de l'ordre de 2 us), moyen dans I'acétone (environ 26 us) et maximal
dans CCl4 (environ 700 ps).t Outre la désactivation physique par le solvant, 'oxygéne singulet
peut revenir a son état fondamental par relaxation radiative (phosphorescence) a 1270 nm ou

réagir fortement avec son environnement.

Le rendement quantique de production d’oxygéne singulet par un photosensibilisateur
correspond a la quantité d’oxygéne singulet produit par quantum d’énergie (photon) absorbé.
Si la conversion intersysteme est efficiente, alors le rendement d’oxygéne singulet se
rapproche de 1. En revanche, si le composé convertit son énergie autrement, par exemple

sous forme de fluorescence, le rendement diminue significativement.

Ce rendement est rarement déterminé directement, mais plutdt en comparant a celui d’'un
photosensibilisateur de référence. Deux méthodes principales de détection de I'oxygene
singulet sont généralement utilisées. L'observation de sa phosphorescence a 1270 nm
constitue la technique de prédilection étant donné que cette longueur d’onde d’émission
spécifique est caractéristique de I'oxygene singulet. Cependant, le signal est trés faible et
requiert une instrumentation lourde. Le suivi de la dégradation d’'un composé réagissant
sélectivement avec I'oxygéne singulet s’avere étre une technique bien plus abordable, et de
nombreuses techniques de suivi ont été développées. Avec des composés conjugués portant
un motif diene (comme le 9,10-diphénylanthracene), I'oxygéne singulet peut former un
endoperoxyde entrainant une rupture de la conjugaison et donc un photoblanchiment qui peut
étre suivi par spectrométrie UV-visible. La formation de I'endopéroxyde peut aussi conduire a
augmenter la fluorescence du composé, comme cest le cas pour le 1,3-
diphenylisobenzofurane ou les composés commerciaux Singlet Oxygen Sensor Green ou

Alphascreen, hautement sélectifs de I'oxygéne singulet.?
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A I'état singulet excité, le *PS* peut subir un phénoméne de séparation de charges, favorisant
alors le transfert d’'un électron depuis un donneur d’électron (pouvant étre le PS lui-méme)
pour former un radical (PS™). La séparation de charge peut aussi se produire lorsque I'état
triplet du photosensibilisateur subit une conversion interne. Le radical formé réagit alors avec
un composé oxygeéné (S), habituellement de 'oxygéne moléculaire, pour générer un radical
modérément réactif (généralement O,"). En fonction de son environnement, ce radical forme
a son tour toute une série de radicaux tels que HOO® ou HO® et plus marginalement de
'oxygéne singulet, rassemblées sous la dénomination d’espéces réactives de I'oxygéne
(ROS).

¢ Mode d’action des ROS

Les ROS agissent la plupart du temps comme des oxydants. Les ROS obtenus par le
mécanisme de type | sont moins réactives que I'oxygéne singulet, et leur efficacité en milieu
biologique, dépendante de leur capacité a se propager en cascade, est compromise par la
présence de mécanismes cellulaires ralentissant le stress oxydatif. L'oxygéne singulet, bien
gu’ayant un temps de vie inférieur a celui des autres ROS, est extrémement réactif et peut
oxyder un large éventail de composés organiques riches en électrons, comme des protéines®
ou des acides gras insaturés* qu’ils soient libres ou au niveau cellulaire, ou encore des
pesticides® relachés dans I'environnement. C’est pourquoi les photosensibilisateurs favorisant

le mécanisme de type Il sont préférés pour la plupart des utilisations.

[.1.2. Grandes familles de PS

1.1.2.1. Photosensibilisateurs tétrapyrroliques
Les photosensibilisateurs tétrapyrroliques représentent la classe de PS la plus connue et la
plus décrite dans la littérature. Les porphyrines et les phtalocyanines sont les composés les

plus couramment utilisés.

[.1.2.1.1. Porphyrines et analogues
Les porphyrines sont constituées de quatre noyaux pyrrole reliés entre eux par des ponts
méthénes. 18 des 22 électrons 1 font partie de I'aromaticité, et les deux liaisons double
restantes peuvent facilement étre réduites pour former la chlorine (20 électrons 1) ou la

bactériochlorine (18 électrons ) (Figure 2).
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Figure 2. Structure générale des porphyrines

Les porphyrines et ses analogues réduits possedent la propriété de chélater de nombreux
métaux dans leur cceur azoté. Cette propriété si particuliere est trés largement exploitée dans
le monde du vivant. En effet, la chlorophylle, molécule essentielle a la photosynthése pour
'ensemble du réegne végétal, pour certains chromistes et pour quelques bactéries, est
constitué d’une chlorine qui posséde en son cceur un atome de magnésium. L’héme, un noyau
porphyrinique intégré dans diverses protéines (hémoglobine, myoglobine, etc.) et jouant le role
de transporteur d’'oxygéne chez les vertébrés et certaines plantes, contient quant a elle un

atome de fer (Figure 3).
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Figure 3. Structure de composés tétrapyrroliques naturels

Les porphyrines ont aussi la particularité d’avoir un large spectre d’absorption, variant de 'UV
au proche infrarouge, ce qui permet des utilisations extrémement variées comme
photosensibilisateur ou non, dont les exemples les plus marquants sont le photovoltaique,® la
catalyse industrielle,” la théranostique® ou encore la PDT.®° La principale limite de ces
composés est leur synthése. L’extraction de la chlorophylle est un protocole relativement
simple, mais la quantité de chlorophylle dans les plantes est limitée et sa conversion en un
photosensibilisateur efficace est complexifiée par linstabilité des produits obtenus. La
synthése totale des porphyrines, réalisée généralement a partir de pyrrole et d’'un ou plusieurs
aldéhydes en présence d’un acide, aboutit souvent a des rendements médiocres, en particulier

pour les porphyrines asymétriques.




1.1.2.1.2. BODIPY

Les BODIPY (bore-dipyrrométhéne) sont une famille de pigments assimilables
structurellement et synthétiquement & des demi-porphyrines. Les deux noyaux pyrroles liés
par un pont méthéne constituent un composé instable. En présence de trifluorure de bore, ce

dipyrrométhéne forme un complexe qui stabilise fortement la structure (Figure 4).1°
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Figure 4. Structure générale des BODIPY
Ces composés, trés utilisés pour leur remarquable fluorescence, possedent aussi
d’intéressantes capacités photosensibilisatrices, avec des rendements en oxygéne singulet
pouvant atteindre 1 dans certains solvants lorsque de l'iode est lié de facon covalente, mais
aussi pouvant avoir une production d’oxygéne singulet associée a de la fluorescence

permettant d’envisager des utilisations tres variées.!!

[.1.2.1.3. Phtalocyanines

Les phtalocyanines font elles aussi partie de la classe des photosensibilisateurs
tétrapyrroliques. En effet, elles sont constituées de quatre unités isoindoliques (cycle

\

pyrroligue fusionné & un cycle benzénique) reliées par des ponts azotés, assurant une

aromaticité comparable a celle des porphyrines (Figure 5).
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Figure 5. Structure générale des phtalocyanines

Tres utilisées comme colorant ou pigment, elles sont aussi réputées pour leurs bons
rendements en oxygéne singulet et pour leur absorbance dans le proche infra-rouge. Par
ailleurs, leur synthése conduit a des rendements généralement supérieurs a ceux des
porphyrines. Cependant, leur solubilité est souvent le facteur limitant pour des applications
biologiques ou environnementales, et la fonctionnalisation par des fonctions hydrophiles

comme le sulfonate est la plupart du temps nécessaire.*?




1.1.2.2. Nanoformes du carbone

Parmi les formes allotropiques du carbone, dont les plus connues sont le diamant et le
graphite, il existe de nombreuses formes nanométriques du carbone aux propriétés tres
différentes du carbone cristallin habituel et regroupés sous le nom de fullerenes. Elles forment
une famille de molécules exclusivement composées de carbone organisé en sphere, en tube
voire en anneau et présentant une conjugaison étendue. Pour les composés sphériques, le
nombre de carbone varie de C4o & Csao, le plus commun étant le Buckminsterfulleréne Ceo.
Organisé en tube d’un ou plusieurs feuillets, le fulleréne prend alors le nhom de nanotube de
carbone, dont la longueur peut atteindre plusieurs centimetres pour une épaisseur de quelques

nanometres (Figure 6).
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Figure 6. Exemples de nanoformes du carbone

Outre des propriétés mécaniques, €électriqgues, chimiques ou optiques exceptionnelles,
certaines nanoformes du carbone ont affiché d’'intéressants rendements en oxygéne singulet,
avec qui plus est une bonne résistance au photoblanchiment assurant une production de ROS
constante au cours du temps.'® Cependant, ces composés sont encore complexes a produire
et peuvent potentiellement présenter des probléemes de toxicité dus a leur nature

nanoparticulaire,!* restreignant pour l'instant leur usage médical ou environnemental.

1.1.2.3. Complexes organométalliques (complexes de Ru)
Certains ligands bidentates tels que les 2,2’-bipyridines ou les 1,10-phénanthrolines ont
montré une bonne capacité a chélater certains platinoides tels que le ruthénium,®® l'iridium?®
ou le platine!” pour former des complexes contenant trois ligands pour un atome métallique
(Figure 7). De nombreux ligands mono, bi- ou tridentates autres que les traditionnels
bipyridines ou phénanthrolines peuvent aussi étre utilisés, permettant de varier

considérablement les propriétés et les applications de ces complexes organométalliques.
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Figure 7. Exemples de complexes organométalliques
Seuls, les ligands n’ont aucun pouvoir photosensibilisateur, mais sous forme complexée avec
un métal, ces groupements développent un grand potentiel de production d’oxygéne singulet
(0,57 pour le [Ru"(bpy)s]?*),*® mais aussi un déplacement vers le rouge des longueurs d’onde

d’absorption.

Ces complexes constituent de bons photosensibilisateurs et son particulierement étudiés en
photocatalyse pour la réduction du COg, la production de dihydrogéne ou les réactions de
polymérisation.'® Cependant, ils peuvent étre difficiles a préparer, ont une stabilité trés variable
selon le métal, les ligands et les conditions d'utilisation, et requiérent I'utilisation de métaux de

transition relativement chers.

I.1.2.4. Composés inorganiques
Outre sous forme de complexes, certains métaux a I'état d’oxyde présentent un certain pouvoir
photosensibilisateur. C’est le cas notamment de 'oxyde de zinc (II) (ZnO) et de I'oxyde de
titane (1V) (TiO). Ce dernier affiche un rendement en oxygéene singulet de 0,2 dans I'eau avec
une longueur d'onde d’excitation a 355 nm.?® Ce rendement médiocre par rapport aux
photosensibilisateurs organigues ainsi que son absorbance uniquement dans I'UV ne sont pas
pour autant des freins a son utilisation, du fait de son abondance et de la possibilité de I'utiliser
sous des formes trés variées, comme des films, des nanoparticules, fonctionnalisé, etc. Il peut
ainsi étre utilisé tel quel pour la photodégradation de polluants ou la stérilisation de surfaces,

ou, associé a d’autres photosensibilisateurs comme des porphyrines, contre des cancers.?

I.1.2.5. Hétérocycles aromatiques
A linstar des porphyrines et des phtalocyanines, de nombreux composés possédant un
hétérocycle aromatique et réputés pour étre des pigments et colorants s’avérent aussi étre de
bons PS. C’est le cas des composés hétérocycliques analogues de I'anthracéne, comme

I'érythrosine, colorant alimentaire de couleur rose ayant un rendement en oxygéne singulet de




0,63 dans 'eau,?? ou son analogue chloré, le rose bengal, colorant a usage médical possédant
un rendement quantiqgue en oxygéne singulet de 0,76 dans le méthanol.?® Le bleu de
méthyléne, une phénothiazine hydrosoluble de couleur bleue largement utilisée en médecine,
posséde aussi un rendement en oxygéne singulet intéressant, de I'ordre de 0,57 dans le

méthanol (Figure 8).
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Figure 8. Exemples d'hétérocycles aromatiques

Ces composés peuvent généralement étre fonctionnalisés facilement pour moduler leurs
propriétés tout en limitant impact sur leur rendement en oxygene singulet.? lls sont en outre
disponibles en abondance a un prix raisonnable. Leur principale limite pour certaines

utilisations reste leur rendement en oxygéne singulet qui n’est pas optimal.

1.1.2.6. Cétones et lactones aromatiques
Souvent oubliées ou négligées lorsqu’il est question de photosensibilisateurs du fait de leur
absorbance dans I'UV ou le proche UV, les cétones et les lactones aromatiques présentent

pourtant d’excellentes performances en termes de rendement d’oxygéne singulet.

Plusieurs cétones et lactones aromatiques naturelles ont montré un rendement d’'oxygene
singulet intéressant, comme la curcumine, retrouvée notamment dans les rhizomes du
curcuma® ; les périlenequinones, dont I'’hypéricine, présente dans la fleur du millepertuis,?®
I'hypocrelline, extraite d’'un champignon du genre Hypocrella,?” ou la cercosporine, extraite
d’un champignon (Cercospora kikuchii)®; ou encore la famille des psoralénes et leurs
isomeéres, les chromones, retrouvés dans de trés nombreuses familles de plantes dont les

ombelliferes et les rutacées (Figure 9).2°
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Figure 9. Exemples de cétones et lactones aromatiques naturelles

Des composés synthétiques présentant ce motif de cétone aromatique ont aussi montré
d’excellentes performances, comme la benzanthrone,®® la pyrene-1,6-dione,® la
benzo[cd]pyren-5-one,*! la benzophénone® ou encore la phénalénone®? avec des rendements

en oxygéne singulet compris entre 0,8 et 1 selon les solvants utilisés (Figure 10).

t ‘ |
Benzophénone
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Benzo[cd]pyrén-5-one Pyréne-1,6-dione

Figure 10. Exemples de cétones aromatiques synthétiques

De telles performances sont rarement atteintes avec les autres familles de
photosensibilisateurs. Par ailleurs, leur faible poids moléculaire est aussi un avantage par
rapport aux autres PS (économie d’atome, encombrement stérique moindre), ce qui laisse
penser que, pour des applications ou la longueur d’'onde d’absorption n’est pas un facteur
limitant, cette famille de molécule est extrémement prometteuse pour le développement de

nouveaux photosensibilisateurs.

[.1.3. Exemples d’utilisations des photosensibilisateurs

1.1.3.1. Photothérapie dynamique (PDT) des cancers et autres maladies
liées a la dégénérescence cellulaire

L’application la plus connue des photosensibilisateurs est leur utilisation comme alternative
aux traitements chimiothérapeutiques conventionnels des cancers. En effet, la propriété des
PS a générer des ROS peut étre utilisée pour endommager les structures cellulaires
conduisant & I'apoptose, I'autophagie voire la nécrose des cellules tumorales, mais aussi en

endommageant I'environnement proche comme les vaisseaux sanguins irrigant la tumeur.33
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Plusieurs critéres doivent étre remplis pour qu’un photosensibilisateur soit utilisable en PDT
anticancéreuse. Outre la pureté chimique, une synthése simple a mettre en place et une bonne
solubilité dans les milieux biologiques, critéres propres a la plupart des substances actives, le
PS doit également absorber préférentiellement dans le rouge, les tissus ayant tendance a
absorber de maniére plus importante les autres rayonnements. En effet, les protéines
absorbent dans I'UV et 'hémoglobine oxygénée et la mélanine absorbent jusqu’a 650 nm.
Quant a 'eau, elle commence a absorber les rayonnements dés 900 nm. La somme de ces
absorptions laisse ainsi une « fenétre thérapeutique » pour laquelle le rayonnement aura plus
de chance d’exciter un photosensibilisateur (Figure 11).3* Pour pallier les probléemes
d’absorbance du photosensibilisateur, I'excitation biphotonique peut occasionnellement étre
utilisée. Lors de I'excitation biphotonique, deux photons de basse énergie sont absorbés en
lieu et place d’'un photon de haute énergie, ce qui permet d’utiliser des photosensibilisateurs
absorbant en dehors de la fenétre thérapeutique (typiquement ayant une absorbance a 400

nm pour une excitation a 800 nm).3®
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Figure 11. Visualisation de la pénétration des différentes longueurs d'onde dans les tissus, ici la
peau

Parmi les autres propriétés du PS, celui-ci doit par ailleurs rester non-toxique a I'obscurité pour
permettre de cibler les tumeurs grace au faisceau lumineux, et doit si possible étre sélectif des
cellules cancéreuses afin d’éviter tout risque d’effets secondaires sur les cellules saines. Enfin,
son rendement quantique en oxygéne singulet, I'espéce réactive de l'oxygéne la plus
cytotoxique, doit étre le plus élevé possible. Néanmoins, un haut rendement en oxygéne
singulet conduit a une faible fluorescence, ce qui peut présenter un désavantage pour le suivi

des photosensibilisateurs dans I'organisme.

Les dérivés tétrapyrroliques font partie des PS les plus efficaces et sont de loin les plus
étudiés. Plusieurs composés sont méme utilisés cliniquement, comme la témoporphine
(commercialisée sous le nom de Foscan®), une chlorine utilisée pour le traitement de certains
cancers du cou et de la téte, ou la padéliporphine (Tookad®), chlorine utilisée dans certains

cas d’adénocarcinome de la prostate. Plusieurs autres molécules ont atteint le stade des
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essais cliniques, comme I'étiopurpurine métallée a I'étain (Purlytin®) pour le traitement du
cancer du sein ou de la maladie de Kaposi.®® D’autres pathologies que les cancers peuvent
étre traitées par PDT, comme la dégénérescence maculaire liée a I'age®” ou le mycosis
fongoide.®® Enfin, des variantes de la PDT ne requérant pas d’oxygéne moléculaire existent.
Certaines pathologies dermatologiques telles que le psoriasis, affection bégnine de la peau,
sont depuis longtemps traitées en palliatif (par PUVA-thérapie) a I'aide de psoralénes qui, sous

I'action des UV-A, réagissent avec 'ADN des cellules ciblées.>®

Malheureusement, malgré toutes ses applications potentielles, la PDT a usage humain reste
aujourd’hui marginale en raison dinvestissements trop limités des laboratoires

pharmaceutiques et d’une utilisation trop rare par les différents acteurs de soins.*°

[.1.3.2. PDT antimicrobienne
Comme les cellules cancéreuses, les bactéries et les champignons sont eux aussi sensibles
aux ROS générés par les photosensibilisateurs. Avec 'augmentation exponentielle du nombre
de souches multi-résistantes aux traitements antibiotiques conventionnels, la PDT
antimicrobienne (aPDT) se place comme une alternative particulierement prometteuse étant
donné qu'aucune résistance envers l'oxygéne singulet n'a a ce jour été observée.
Particulierement adaptée pour des utilisations topigues en thérapie humaine, 'aPDT est
souvent moins contraignante que la PDT anticancéreuse, I'absorbance du PS étant bien moins

limitante.

Par exemple, I'acné est caractérisée par une éruption cutanée donc la cause principale est
l'infection des glandes sébacées par Propionibacterium acnes. Cette espéce de bactérie
produit de petites quantités de dérivés porphyriniques comme métabolites secondaires, et
lirradiation lumineuse permet une légére production de ROS. L’enrichissement de leur milieu
par de I'acide aminolévulinique (ALA), un intermédiaire de biosynthése de ces dérivés de
porphyrine, permet d’augmenter leur quantité au sein des cellules, et donc d’améliorer I'effet

photosensibilisateur sous irradiation lumineuse.*!

Plusieurs soins oraux impliquant l'utilisation de photosensibilisateurs sont a I'étude. Les
inflammations du périodonte dues a différentes espéces de bactéries, telles que
Aggregatibacter Actinomycetemcomitans ou Porphyromonas gingivalis, sont extrémement
répandues, en particulier chez les personnes agées. Ces inflammations peuvent étre
efficacement traitée a I'aide de bleu de méthyléne sous irradiation a 660 nm.*>4® La candidose
buccale, causée par une levure commensale (Candida albicans) chez les patient
immunodéprimés, a aussi été traitée avec succes par aPDT a I'aide de bleu de méthyléne.*
L’aPDT s’est par ailleurs montrée efficace dans la désinfection de plaies, par exemple la

désinfection de brilures,* ou le traitement de certains ulcéres cutanés.
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1.1.3.3. Désinfections de surfaces

Certaines surfaces requiérent une hygiene rigoureuse, avec une contamination microbienne
minimale, afin de prévenir toute infection bactérienne ou fongique. C’est le cas notamment du
matériel médical ou des emballages alimentaires. Les principales méthodes de désinfection
sont l'irradiation UV, le traitement thermique et le lavage chimique. Mais pour certains produits,
ces options peuvent étre délicates a mettre en place ou peuvent étre complétées par d’autres
méthodes. Les mécanismes de photosensibilisation peuvent ainsi étre exploités pour la
désinfection de surfaces. Lorsqu’un photosensibilisateur est incorporé a un matériau, celui-ci
peut alors devenir « auto-stérilisant », c’est-a-dire que I'action de la lumiére suffit a activer la
désinfection de la surface.*’ Cette propriété est particulierement recherchée dans le domaine
hospitalier, ou il est difficile de stériliser 'ensemble des installations en contact avec les
patients, ou dans le domaine de l'agroalimentaire, ou la persistance de l'innocuité des
emballages dans le temps n’est pas toujours assurée. Enfin, I'utilisation de PS est a I'étude
comme alternative aux traitements chimigues et physiques conventionnels pour la
conservation et linnocuité des fruits et légumes sensibles aux attaques fongiques et
bactériennes.*® L'utilisation de chlorophylline a ainsi montré que des fruits comme la fraise

peuvent étre débarrassés de la Lysteria sans aucun impact apparent sur la saveur des fruits.*®

[.1.3.4. Phototraitement des eaux
Afin de compléter voire remplacer les techniques conventionnelles de traitement des eaux,
comme I'ozonolyse ou la chloration pour la désinfection des eaux potables, ou les procédeés
oxydants pour la purification des eaux usées, plusieurs photosensibilisateurs ont été utilisés
pour leurs propriétés photooxydantes, principalement les oxydes métalliques (TiO2, ZnO, etc.).
Ces oxydes sont disponibles en grande quantité, sont insolubles dans I'eau, et ont montré des
activités particulierement intéressantes sur des bactéries ou des polluants organiques.
Cependant, leurs capacités de photocatalyse restent médiocres, et leur absorbance est
restreinte a la région UV. C’est pourquoi des photosensibilisateurs organiques, a I'absorbance
modulable et au rendement en oxygéne singulet trés supérieur sont a I'étude pour remplacer
ces oxydes métalliques. Ces photosensibilisateurs, essentiellement de la famille des PS
tétrapyrroliques, ont été testés pour la photodégradation de nombreux polluants, comme les
sulfites, sous-produits de nombreuses industries (pétrochimie, raffineries, tannage du cuir,
etc.),*° ou les phénols issus des papeteries ou des usines de pigments, tous deux aujourd’hui
utilisés comme composés témoins pour I'étude de la capacité de photodégradation des PS.%!
Afin de limiter leur agrégation ou leur relargage dans I'environnement, les PS sont souvent
fixés sur un support. La nature du support et la méthode de greffage sont extrémement variées,
et peuvent permettre d'obtenir des matériaux photosensibilisateurs particulierement

performants pour la photodégradation de produits pharmaceutiques, d’hydrocarbures, etc.>
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|.2. La Phénalénone

[.2.1. Structure, propriétés

La 1H-phénalén-1-one ou phénalénone (PN) est une molécule aromatique polycyclique
possédant un noyau naphtaléne a 10 électrons 1, un alcene et une cétone, tous conjugués.

Basée sur la structure du 1H-phénalene, ses carbones sont numérotés de la méme fagon que
ce dernier (Figure 12).

2 H +
3 H 5 S OB'
p
5 8
6 7 6+ 6+
Figure 12. Numérotation des positions du phénaléne (gauche) et de la PN (milieu) et répartition des
charges partielles (droite)

La cétone exerce un effet mésomere attracteur qui appauvrit les positions 3, 4, 6, 7 et 9 en
électrons. Ainsi, les positions 2, 5 et 8 sont les plus & méme a réagir dans les réactions de
substitution électrophile. De plus, la position 2 ne faisant pas partie de I'aromaticité, celle-ci

est en général la plus propice a réagir, son carbocation intermédiaire, analogue a un

intermédiaire de Wheland, étant stabilisé par la partie aromatique intacte.

La phénalénone posséde une certaine basicité (pKa = -3,9),% la cétone pouvant assez
facilement étre protonée grace a la présence de la conjugaison qui stabilise le cation formé.
Cette basicité conduit a une bonne solubilité de la phénalénone dans les acides. Par ailleurs,
elle est aussi soluble dans la majorité des solvants,®® mais sa solubilité dans I'eau est trés
limitée.

L’intérét principal de la phénalénone vient de son rendement en oxygéne singulet trés éleve,
proche de 1 dans la plupart des solvants testés, grace a ses propriétés de photosensibilisateur
de type Il quasi-idéal.*? Cependant, son activité dans I'eau a récemment été remise en cause,

et il semblerait que la phénalénone y agisse a la fois selon les mécanismes de type | et 11.%°

La limite fréquemment avancée de ce composé est son absorbance. La majorité du spectre
d’absorbance de la phénalénone se trouve en effet dans 'UV (< 400 nm) et le bleu (400-
450 nm), ce qui limite tres fortement les possibilités d’utilisation dans le domaine médical du

fait de la faible pénétration de ces rayonnements dans les tissus (Figure 13).
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Figure 13. Spectre UV-visible de la phénalénone
La cétone et l'alcéne sont relativement sensibles aux réactions d’oxydo-réduction. En
présence de chromite de cuivre,*®*® de DIBAL-H ou de 9-BBN,® la PN est réduite
majoritairement en 1H-phénaléne. L’action de I'aluminohydrure de lithium (LiAlH4) conduit a
un mélange de 1H-phénaléne et de 2,3-dihydro-1H-phénalén-1-one,*® tandis que I'action
conjuguée de LiAlH4 et d’AICI;, formant AlH3 in situ, génére du 2,3-dihydro-1H-phenalen-1-ol
et du 1H-phenalen-9-0l.>’ Le TMDS réduit spécifiquement I'alcéne pour former la 2,3-dihydro-
1H-phénalén-1-one.*® En revanche, I'hydrure de sodium semble ne pas impacter 'énone.®° La
phénalénone est par ailleurs sensible aux oxydants forts tels que le dichromate de sodium,
l'acide chromique ou le permanganate de potassium qui la réduisent en anhydride

naphtalique.5162

[.2.2. Historique et occurrences
La chimie de la phénalénone est étroitement liée au développement des colorants pendant la
premiére moitié du XX°™ siécle, essentiellement en Allemagne ou les entreprises BASF et
plus tard IG Farben ont déposé un nombre significatif de brevet en lien avec la PN. La toute
premiére mention de la phénalénone remonte a 1887 par Bamberger et Philip,®® qui, aprés
oxydation du pyréne pour aboutir a l'acide 1-oxo-1H-phenalene-6,7-dicarboxylique, ont

observé la décarboxylation de ce diacide pour aboutir & un nouveau composé (Figure 14).

K2CI’207
—_— ou —_—
! H,S0, ;
o O

HOOC COOH
Pyréne PN

Figure 14. Premiéere synthése de la phénalénone par oxydation du pyréne

La cétone obtenue, nommé « Pyrenketon » (cétone issue du pyrene), sera oubliée pendant
plus de 20 ans jusqu’a ce que les entreprises BASF, un des plus grands fabricants de colorants

de I'époque, développe la premiére synthése controlée de la PN. Basée sur la synthése de la
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benzanthrone par la réaction de Skraup,® I'anthranol de départ est ici remplacé par le naphtol
pour aboutir a la « Naphthindenon ».%> Cette terminologie a régulierement évolué, passant par
« peri-Naphtindone »% pour aboutir en 1938 a « perinaphthenone »,%¢ terme encore parfois
usité aujourd’hui. Si le terme de « phenalone-9 » était déja apparu dans la littérature,®”% c’est
en 1963 que le nom de « phenalen-1-one » est pour la premiére fois évoqué.®® Malgré la
persistance de Il'appellation « perinaphthenone », 'UICPA se basera sur I'’hydrocarbure
parent, le 1H-phénaléne, et choisira logiguement « 1H-phenalen-1-one » comme nom

systématique.’

Si I'industrie des colorants a permis de synthétiser la phénalénone et de nombreux dérivés, la
nature produit aussi un nombre important de dérivés de phénalénone. En 1859, Charles
Darwin rapportait dans son ouvrage « L’Origine des espéces » le cas d’éleveurs de Virginie
(Etats-Unis) qui ne possédaient que des cochons noirs. Les cochons se nourrissaient en effet
des racines de plantes du genre Lachnanthes qui coloraient leur peau et leurs os en rose, ce
qui engendrait une forte mortalité chez les populations de cochons blancs.” Seuls les cochons
a la robe noire survivaient. Un siécle plus tard, cette famille de plante s’est avérée étre riche
en dérivés de phénalénone, dont la lachnanthocarpone (Figure 15).72 Il semblerait que ce soit
la un des tous premiers exemples rapportés de I'effet photosensibilisateur d’'une phénalénone
naturelle sur des étres vivants, la robe noire absorbant les rayons lumineux et empéchant
I'action néfaste du colorant, mais Darwin n’avait alors pas fait le lien entre la plante, la lumiére

et la mortalité des animaux.

C’est donc sans surprise que le premier dérivé de phénalénone a été découvert dans une
plante du genre Haemodorum appartenant a la famille des Hémodoracées, qui comprend
aussi le genre Lachnanthes.”®"* Quasi-simultanément et indépendamment, des phénalénones
naturelles telles que I'atrovénétine (Figure 15) ont été trouvées dans des champignons du

genre Penicillium par le futur prix Nobel Derek H. R. Barton.”™

OH OH

HO OH

OH —O0

~
~
~
~

Lachnanthocarpone Atrovénétine

Figure 15. Exemples de phénalénones naturelles

La biosynthése de ces phénalénones naturelles est différentes selon le régne. Chez les

plantes, elle est réalisée par la voie des phénylpropanoides selon le méme mécanisme de
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biosynthése que celle de la curcumine par couplage de deux unités d’acide cinnamique (ou
tout autre analogue hydroxylé) avec une unité de malonyl-CoA, puis cyclisation du
curcuminoide formé (Figure 16).”%7" Cette voie permet d’expliquer que la plupart des

phénalénone végétales possedent un benzyle et un hydroxyle comme substituants.

O OH

P o o
2 * )J\/U\
HO SCoA

Acide cinnamique Malonyl-CoA Curcuminoide Phénalénone végétale

Figure 16. Schéma simplifié de la biosynthése des phénalénones végétales

Les champignons, au contraire, utilisent la voie des acétates, la méme voie permettant de
produire les acides gras. Pour cela, 7 unités d’acétyl-CoA sont associées pour obtenir un
intermédiaire possédant 14 carbones. Aprés une série de réactions enzymatiques, les dérivés
obtenus sont constitués d’un noyau phénalénone substitué par un groupement méthyle
(Figure 17).787°

u (0]
COSCoA
(0]
Mo —= —
SCoA

Acétyl-CoA Intermédiaire en Cy, Phénalénone fongique

Figure 17. Schéma simplifié de la biosynthese des phénalénones fongiques

Comme beaucoup d’autres métabolites secondaires, le réle de ces phénalénones naturelles
est de protéger les organismes d’agressions extérieures, telles que les infections bactériennes
ou fongiques, mais aussi prévenir leur consommation par les animaux. Leur mécanisme
d’action a longtemps été considéré comme étant uniquement de la chimiotoxicité. L'étude de
la lachnanthocarpone a permis de comprendre que certaines phénalénones naturelles
pouvaient jouer le role de photosensibilisateur,®® 20 ans avant la premiére étude sur la PN

libre.8t

Les recherches sur le bananier (Musa acuminata), dont la culture est essentielle pour de
nombreux pays, ont montré I'existence de certaines phénalénones produites et accumulées
uniguement en réponse a un stress. Ce sont des phytoalexines, par opposition aux
phytoanticipine qui sont des composés produits en prévention d’'une agression. Ces

phytoalexines sont par exemple retrouvées sur les plants infectés par Fusarium oxysporum,
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champignon responsable de la maladie du Panama qui ravage depuis plusieurs années les
plantations de bananier.828 Les variétés capables de produire rapidement et en grande
guantité ces phytoalexines se sont montrées bien plus résistantes aux infections fongiques, et
la présence de lumiére accroit encore d’avantage cette activité antifongique.®* Les
phénalénones naturelles ont ainsi principalement une action chimiotoxique, mais peuvent

occasionnellement présenter une action phototoxique.

La phénalénone a été retrouvée ponctuellement comme produit de combustion,® mais aussi
comme polluant atmosphérique® potentiellement cancérigéne®’ rappelant qu'il s’agit d’'un
hydrocarbure aromatique polycyclique oxydé (oxy-HAP) a manipuler avec la plus grande

précaution.

[.2.3. Voies de synthése

BN

La phénalénone est généralement synthétisée a partir d’'un naphtaléne fonctionnalisé,

généralement bon marché (Figure 18).

a-Acétonaphtone

Naphtaléne

Figure 18. Différentes voies de synthese de la PN a partir de naphtaléne portant ou non un

substituant
Le naphtol, en présence de glycérol et d’acide sulfurique, réagit dans une réaction de
condensation aldolique.® Cette réaction a été plusieurs fois améliorée, d’abord par ajout d’'un

oxydant®® puis plus tard par ajout de bisulfite de sodium?® ou par activation micro-onde.®°

L’a-acétonaphtone peut réagir avec le formiate d’éthyle en présence de sodium métallique
dans une condensation de Claisen croisée. L’intermédiaire formé est alors cyclisé en milieu
acide pour former la phénalénone.®*%! Le recours a I'hydrure de sodium®? et a des réactifs de

qualité®® ont permis de largement améliorer la réaction, la rendant plus sécurisée et efficace.

Le benzaldéhyde ou I'acide cinnamique sous forme de chlorure d’acide peuvent étre couplés

au naphtaléne dans une réaction de Friedel-Crafts en présence de chlorure d’aluminium.®%
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L'intermédiaire formé subit alors une nouvelle réaction de Friedel-Crafts, cette fois-ci

intramoléculaire, pour aboutir & la phénalénone.

D’autres réactions ont permis d’obtenir la phénalénone, telles que I'oxydation chimique® ou la
photooxydation®? du phénaléne, ou la réduction de la 3-hydroxyphénalénone,®® mais ces
réactions sont beaucoup moins décrites du fait de mauvais rendements ou d’un nombre trop

important d’étapes.

[.2.4. Fonctionnalisation

[.2.4.1. Les halogénophénalénones
En vue de développer de nouveau colorants, les entreprises BASF ont exploré les réactions
d’halogénation en réalisant la mono- ou polyhalogénation de la PN en présence de dichlore
ou de dibrome avec ou sans catalyseur. Simples, ces réactions de substitution électrophile
aromatique favorisent la formation du dérivé substitué en position 2.61°7 Une autre voie étudiée
a été d'utiliser un naphtol substitué par un halogene, assurant la régiosélectivité, mais les
rendements de synthése restent médiocres du fait de I'effet désactivant de I'halogéne sur le
+cycle aromatique.®?°” Une méthode plus propre d’halogénation par substitution électrophile
est la bromation sélective de la position 2 en présence de N-bromosuccinimide sur alumine

activée, assurant de bons rendements.®®

— W

R=XouH

Glycérol NaNO,
H,SO,
\ X 2504 |\ AN |\ AN CuBr |\ N
— _ — (NO)HSO4 _

Figure 19. Exemples de synthése d'halogénophénalénones

Cependant, ces méthodes de substitution électrophile ne permettent pas I'halogénation des
positions les plus appauvries en électrons. Pour pallier ce probléme, les sels de diazonium
produits a partir daminophénalénones® ou wun triflate obtenu a partir d'un
hydroxyphénalénone®® ont été utilisés pour halogéner les positions inaccessibles aux
substitutions électrophiles (Figure 19). L’halogénation est ainsi l'une des rares
fonctionnalisations ayant été réalisée sur toutes les positions de la phénalénone, avec le chlore
et le brome. L’iodation est beaucoup plus rare, mais a été réalisée en position 2% et en

position 9.9
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1.2.4.2. Les hydroxyphénalénones et dérivés
L’hydroxylation de la PN est une des fonctionnalisations les plus couramment décrites dans la
littérature. En effet, la plupart des phénalénones naturelles contiennent une ou plusieurs
fonctions hydroxyles, et la synthése de ces composés naturels a été et reste un défi que les
chimistes se sont appliqués a relever.

L’hydroxylation des positions 2 et 9 sont les plus décrites dans la littérature. La substitution de
la position 2 est réalisée par époxydation de Yang-Finnegan de la fonction alcéne!® suivie par
I'ouverture du cycle en milieu acide.’®® Lorsque le 2-méthoxynaphtaléne est utilisé comme
réactif de départ de la synthése de la PN par réaction de Friedel-Crafts, le dérivé hydroxylé en
position 9 est obtenu avec un excellent rendement, du fait de I'effet activant de I'éther sur le

cycle aromatique (Figure 20).102103

o)

(0] (0] (0]
t-BuOOH
OO Triton B OO p-TsOH OO
2-Hydroxyphénalénone
(0]
Chlorure de cinnamoyle ‘
AICl, OO OH

9-Hydroxyphénalénone

O\ 0
Chlorure d'acryloyle ‘ o
N AICI3 OO ~

9-Méthoxyphénalénone

Figure 20. Synthése des 2- et 9-hydroxyphénalénones et de la 9-méthoxyphénalénone

La fonction hydroxyle est couramment méthylée ou éthylée par les agents alkylants
conventionnels, mais une méthoxyphénalénone peut aussi étre obtenue a partir du
2-méthoxynaphtaléne en remplagant le chlorure de cinnamoyle par le chlorure d’acryloyle.%4
Bien que le rendement soit moins important qu’avec le chlorure de cinnamoyle (40% contre

86%), cette méthode permet de ne pas déprotéger I'éther méthylique du réactif de départ.

Outre les fonctions éthers, I'nydroxyle a été converti en ester!® ou en carbamate.'
L’hydroxyle en position 9 peut aussi étre activé sous forme de tosyle®® %" ou de mésylel94108

pour réaliser des substitutions nucléophiles sur le cycle aromatique.

1.2.4.3. Les arylphénalénones
Comme pour I'hydroxylation, la synthése de phénalénones naturelles, en particulier celles

d’origine végétale, a permis de développer les réactions d’arylation sur la PN. Et comme pour
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les halogénes, I'ensemble des positions ont été substituées par au moins un cycle

benzénique.?®

La réaction la plus rencontrée reste néanmoins I'addition de Mickael en présence d’un réactif

de Grignard suivie d’'une oxydation pour rétablir 'aromaticité (Figure 21).

OH (0]
O
—_— H —_—

Figure 21. Réaction de Grignard sur la PN

Cette réaction est régiosélective, ne touchant que la position 9 de la PN. En effet, la cétone
forme un intermédiaire a six centres avec [l'organomagnésien, ce qui stabilise
considérablement 'ensemble et oriente la réaction vers une addition de Mickael. Grace a cette
méthode, des benzyles substitués par des éthers,'® des hydroxyles,'° des halogénes!!! ou
des sulfures!'? ont pu étre ajoutés a la phénalénone. Le type de cycle aromatique a aussi pu
étre largement modulé, avec des naphtalényles,®® un thiophényle!'® ou un pyridyle.**® Enfin,
une 5-bromophénalénone a été utilisée dans une réaction de Suzuki pour ajouter un grand

nombre de groupement aromatiques, dont une isoquinoline ou un pyrazole.'4

1.2.4.4. Les acylphénalénones et dérivés

Bien qu’il existe des exemples d’acylphénalénones et de cyanophénalénones, ces
fonctionnalisations sont trés peu évoquées dans la littérature. Outre le diacide formé lors de
'oxydation du pyréne (voir 1.2.2), une phénalénone portant un acide carboxylique en position 2
a pu étre obtenue par réaction avec un naphtol substitué.!'® D’autre part, la PN étant assez
peu sensible a 'acylation, les trés rares exemples font état de rendements médiocres.*'® Un
réarrangement en milieu acide d’'une dinaphtylcétone a néanmoins permis I'obtention d’'une
phénalénone portant une cétone avec un bon rendement.!’” Une phénalénone portant un
aldéhyde a aussi pu étre produite dans une élégante réaction de Vilsmeier-Haack (Figure
22).118

/O R

©

®
o. o o, ,° NC 0
’ ?FZ
PN
O DMF, POCI, OH . N R
Base

R = CN, COOMe, 3-Pyridyl, 3,5-dinitrophényl
Figure 22. Exemples de phénalénones portant un carbonyle/un nitrile
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Trés récemment, plusieurs phénalénones portant un aldéhyde en position 8 ont pu étre
obtenues avec des rendements trés intéressants par couplage d’un naphtaldéhyde hydroxylé
avec des dérivés du cinnamaldéhyde.!® La réaction en milieu basique de I'acénaphtyléne-1,2-
dione avec le malononitrile, le cyanoacétate de méthyle ou d’autres nitriles portés par un
méthyléne trés appauvri en €électron a permis d’aboutir a des phénalénones portant en nitrile
en position 3 (Figure 22). Outre la possibilité d’apporter un éventail relativement large de
nouvelles fonctions en position 2 (dont un ester méthylique), cette fonctionnalisation permet
aussi d’activer le cycle, qui devient alors sensible aux attaques nucléophiles de nombreux
composés, tels que des amines ou des thiols.1?° Enfin, la phénalénone en présence de cyanure
de sodium subit une inhabituelle réaction de substitution nucléophile en position 9 sans

nécessité d’activation par un bon groupe partant.!?

1.2.4.5. Les nitrophénalénones et les aminophénalénones
La nitration par I'acide nitrique dans I'acide sulfurique ou I'acide acétique peut étre réalisée sur
la PN. La substitution a lieu principalement sur la position 2,%2°® mais les isoméres 5 et 6
peuvent aussi étre obtenus, les quantités de chacun étant dépendantes des conditions
opératoires.’?> Ces nitrophénalénones sont d’excellents précurseurs pour la synthése
d’aminophénalénones par hydrogénation catalytique® ou par réduction monoélectronique.®?
Pour apporter une fonction amine sur la phénalénone, la substitution nucléophile de fonctions
préexistantes reste la méthode la plus courante. La substitution d’'un brome situé en position
2 par une amine primaire ou secondaire conduit a la formation d’un ion aziridinium, qui peut
alors s’ouvrir pour former la 2- ou la 3-aminophénalénone (Figure 23).122123 e rapport des

deux isomeéres dépend aussi bien de la nature de 'amine que des conditions de réaction.%

R'
|

R. _R'
Br R\N N $u
0 ® 0 0 _N o
S R
Br
R-NH-R’
M R +
- HBr

Figure 23. Amination de la PN par substitution d’'un brome en position 2

Un hydroxyle activé par un triflate a permis d’ajouter facilement une longue série d’amines,®
mais il est aussi possible de faire réagir un hydroxyle non-activé avec de 'ammoniac,%? de
I'hydroxylamine'?* ou des amines.®? Il est méme parfois possible de substituer une fonction
éther par une amine pour aboutir a I'aminophénalénone correspondante.'?® Le réarrangement
de Curtius a partir d’'une phénalénone portant un acide carboxylique suivi d’'une hydrolyse

alcaline ou le réarrangement de Beckmann a partir d’'une oxime peuvent aussi permettre

d’aboutir a des dérivés aminés.®? Enfin, ces amines peuvent servir de réactif pour la formation
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d’amides’®® ou de sulfonamides a partir des acides carboxyligues ou sulfoniques

correspondants.26:127

1.2.4.6. Les alkylphénalénones
Bien que les méthylphénalénones soient tres répandues dans le régne fongique, ces dérivés
ont été peu synthétisés. Des phénalénones alkylées ont été obtenues en remplagant un des
réactifs de la synthése de la PN par leurs analogues alkylés,'?® en cyclisant un acide 3-
(naphtalen-1-yl)propionique substitué par une chaine alkyle avec de I'acide phosphorique'®
ou en cyclisant un diacétylnaphtaléne en milieu acide ou basique.®*° L’alkylation directe est
plus délicate a réaliser. Par exemple, I'iodure de méthylmagnésium, a l'inverse des bromures
d’arylmagnésium, s’additionne sur le carbonyle de la cétone et non sur la position 9. Des
organomagnésiens avec des chaines alkyles plus longues ou cycliques permettent d’obtenir
des phénalénones alkylées en position 9, mais plusieurs sous-produits peuvent étre formés,
ce qui complique la purification.*'! Un ylure de sulfoxonium a aussi permis la méthylation de

cette position avec semble-t-il la possibilité de former un cyclopropane sur l'alcéne. 3!

A partir de carbanions dérivés de sulfures, des phénalénones reliées a des groupements
sulfures par un pont méthyléne ont pu étre formées par un mécanisme d’addition-
élimination.'*? Récemment, un autre type de réaction a aussi permis d’aboutir & un dérivé de
phénalénone portant une fonction séparée par un pont méthyléne : la chlorométhylation de
Blanc (Figure 24).132

Cl

0] (0]
‘ Paraformaldehyde ‘
—_—
OO H3PO4, AcOH, HCI OO

Figure 24. Chlorométhylation de la PN

Cette réaction de substitution électrophile fonctionnalise exclusivement la position 2 et offre
surtout I'opportunité d’ajouter de nouvelles fonctions par substitution du chlore, tels que des
amines®*3  ou des éthers.'®1% Grace a la facilité d'étherification de Ila
chlorométhylphénalénone, une librairie de phénalénones fonctionnalisée a trés réecemment été

synthétisée, avec notamment des alcénes activés pour l'inclusion dans des polymeéres.*
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1.2.4.7. Les phénalénones soufrées et azoturées
De rares phénalénones sont substituées par une fonction soufrée. Par réaction dans de I'acide
sulfurique, la phénalénone a été convertie en son sulfonate en position 2, ce qui permet de
solubiliser la phénalénone dans l'eau.’® Cependant, la méme expérience réalisée
ultérieurement a conduit a I'isomére 5, potentiellement di a la sensibilité importante de la
réaction aux conditions expérimentales, ce qui avait déja été observeé pour la nitration. Lorsque
le bisulfite de sodium est utilisé, la réaction a lieu sur I'alcéne en position 3 avec perte de la
conjugaison. La 2,3-dihydro-1H-phénalén-1-one 3-sulfonate de sodium formée, stabilisée
sous forme de sel d’aniline, est trés soluble dans I'eau et peut facilement étre reconvertie en

phénalénone en milieu acide (Figure 25).1%°

o o o 0,8 o
‘ ‘ NaH803 ‘
—_— -

AF [H']

NaO3S

Figure 25. Différentes sulfonations de la phénalénone

D’autres groupements peuvent étre insérés par substitution nucléophile. Ainsi, a partir d’'une
phénalénone portant une amine tertiaire, un thiol a pu étre incorporé en position 9,2° et un
azoture a pu étre obtenu par substitution d’un groupement tosyle en position 3%’ ou d’un chlore
en position 3.°° En revanche, cette méme réaction sur la position 9 n’a pas permis d’obtenir
une 9-azoturophénalénone stable, I'azoture se cyclisant avec la cétone pour former un

isoxazole.%

1.2.4.8. Bilan des fonctionnalisations
Les principales fonctionnalisations réalisées sur la PN sont récapitulées dans le Tableau 1.
Cette liste comporte des publications clés concernant les fonctions étudiées, avec ou sans
fonctionnalisation secondaire. En revanche, pour toute position sans référence (grisée),

aucune littérature n’a pu étre trouvée.
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Tableau 1. Résumé des références de synthese de chaque fonction pour chaque position. R = Alkyl

RietR; = Alkyl ou H

2 3 4 5 6 7 8 9
. 61,62,98,
‘ 115,138,97,
N 99,140 62,140 62,110 61,97,140 61,62,140 61,110 93,141
O s 139,104,108
“X 199
77,95,101,
o 62,93,94,
104,109,111
98,117,142, 60,77,142, 102,103,117
N 115,117, 60,89,146 147
143,145,147 147,148 118,146,
v 138,
oH 149
142-145
o 108,117,142
60,77,101, 90,102,104,
N 142,143,150  60,98,136 ,143,145, 101,147 128
128,142 117,125
X 147,151
OR
77,89,93—
o 95,101,109—
‘ 89,104,140,  89,94,109, 89,110,114,
N 89,109,144 89 89 80,104,110 113,143,145
146,152,153 154 140
e 147,150,
Ar
155
o
\ 99,118 119
N
CHO
94
Q A 99,115-117
,>;_R
[¢]
()
\ 63,115,120 156 147
“COOR,
94
O N 120 120 113
3%
CN
(0]
‘ 62,98,99,
N 62,121,157 62,121
O 121,138,157
N
NO,
o
61,62,97—
62,93,108,
\ 99,108,122— 62,108 62,108 62 62,120,158 62
\e 125,159
Nk, 124138
Rz
o 90,95,99,
‘ 103,133,135 111,129,131
N 128,130 103 90,163 90,163
O 136,146, 132
X
R 160-162
o
\ 120 125
N
SR,
(o]
\ 137 164
X
SO3H
o
\ 99 107,116
N
N3
2 3 4 5 6 7 8 9
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[.2.5. Rendements en oxygene singulet des dérivés de phénalénone
Les fonctions greffées sur la phénalénone peuvent avoir une influence sur le rendement en
oxygeéne singulet (Tableau 2). De maniére générale, les fonctions exercant un effet mésomere
donneur, telles que les hydroxyles ou les éthers, perturbent le rendement en oxygéne singulet
de maniére trés variable en fonction de la position du substituant et du solvant.®° Le rendement
peut d’ailleurs varier d’'un facteur 10 entre un solvant polaire et un solvant apolaire, comme
c'est le cas pour la 6-hydroxyphénalénone. L’extension de la conjugaison influe aussi
considérablement sur I'efficacité du photosensibilisateur. Si la 3-(p-
méthoxyphényl)phénalénone présente un rendement en oxygéne singulet proche de l'unité,
'ensemble des autres phénylphénalénones voient ce rendement chuter plus ou moins
lourdement.'®> Les 9-phénylphénalénones, en particulier, ont un rendement trés faible,
généralement inférieur a 0,1. Une telle chute est en partie expliquée par la propension de ces
dérivés a se cycliser sous I'action de la lumiére comme indiqué sur la Figure 26.1% Le fait de
perdre la fonction cétone conduit a annihiler la production d’'oxygéne singulet. Ceci explique
pourquoi la 9-(o-nitrophényl)phénalénone est moins impactée que les autres 9-

phénylphénalénones, le groupement nitro protégeant partiellement de la cyclisation.®’

(0] 0]

=
DORE 00
—_—

Figure 26. Photocyclisation des 9-phénylphénalénones

A Tinverse, la présence de fonctions exercant un effet mésomere attracteur telle qu’un
sulfonate ne semble pas perturber le rendement en oxygene singulet.’*” De méme, lorsqu’une
fonction est séparée de la conjugaison par un pont méthyléne, le rendement en oxygéene
singulet est conservé. Des éthers'® ou des amines® 133160 gnt ainsi pu étre greffées sans

baisse significative de la production d’oxygéne singulet.

Si le rendement en oxygéne singulet doit étre conservé, il apparait donc préférable de
fonctionnaliser la phénalénone avec un groupement mésomeére attracteur ou avec un pont

alkyle.
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Tableau 2. Récapitulatif des rendements en oxygéne singulet retrouvés dans la littérature

déterminé par phosphorescence de I'oxygéne singuletd 1270 nm

Dérivé de PN Substituants Solvant Rendement  Réf.
(0]
Acétonitrile 1.00
- 32
OO Benzéne 0.98
Acétonitrile 0.833
RO (0] R=H
Benzéne 0.332
Acétonitrile 0.519
R = CH3;
Benzéne 0.735
60
o Acétonitrile 0.657
R=H
Benzéne 0.070
OO Acétonitrile 0.617
R =CHs;
OR Benzene 0.861
MeO
O,
‘ - Benzéne 0.94
OR R, = CH 165
1= 3 N
R, e} R,=H Benzene 0.72
R1 =H N
OO R, = CHs Benzene 0.12
R1 =H N
Benzene 0.08
0 R R.=H z
R1 = OCH3 N
‘ O R,=H Benzéne 0.01
Ri=H : 167
R, = NO, Benzene 0.51
Re R;=H 95
e .
R, = CFs Acétonitrile 0.12
R, =H Benzéne 0.03
R, =H
OR; —
Ri=H Benzéne 0.01
(o} R, R, = OH : 165
R;=H
1= \
‘ O R, = OCHs Benzene 0.002
R; = CHs N
OO R, = H Benzeéne 0.08
R;=H - s 95
R, = CFs Acétonitrile 0.02
R z . .
0 Acétonitrile 0.64*
7
N.
O R= N Eau 0.71*
168
© -0 Acétonitril 0.12*
‘ O//YO cétonitrile .
iR
N\ Eal 0.16*
R = \ u !




R1 = NH2HC|

Ry = Eau 0.89 160
Ry = EZHS:@HC' Eau 0.98
Ri= l\é(2C=H|3_|)z.HC| Eau 1.03

| AN CI@ 133
R, s /g\ Eau 1.02

O R,=H
X - .
‘ Ry | ! CI@ Acétonitrile 0.18
=N
OO Ry = ® Eau 0.038*

95

H3N@ NH
Cle T Eau 0.86 160
R, = NN
Rz =H
Ri= O(CH_2)3PPh3Br PBS 0.73 135
R, =H
Toluéne 1.17
0 Ri=H o
‘ R, = Ph Acétonitrile 0.72
Ri Méthanol 0.38
119
OO Toluene 0.21
CHO
R]_ =Ph . e
OMe R, R, = H Acétonitrile 0.22
Méthanol 0.22

SO3Na

(o)
‘ - D,0O 1.03 137

* Déterminé par suivi de photodégradation d’'un composé organique

1.2.6. Principales utilisations de la PN et de ses dérivés
La PN est principalement connue pour son rendement proche de 1 dans la plupart des
solvants. C’est pourquoi il est couramment utilisé comme référence pour déterminer le
rendement quantique en oxygéne singulet des nouveaux photosensibilisateurs.3? N'étant que
trop peu soluble dans I'eau, c’est son dérivé sulfonaté qui est parfois utilisé pour I'étude des
photosensibilisateurs hydrosolubles.'® Outre ce role de référence, la PN trouve aussi de
nombreuses applications, notamment en biologie ou en électronique. La mutagénicité de la
PN ayant été a plusieurs reprises démontré, 8169171 elle est plutdt utilisée substituée, en

particulier dans le domaine de la biologie.
1.2.6.1. Applications biologiques
e Antibactérien

L'utilisation la plus courante dans le milieu thérapeutique exploite le potentiel

photoantibactérien de la PN. Si une activité antibiotique avait déja été démontrée pour
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I'atrovénétine,'’? c’est avec la lachnanthocarpone, une autre phénalénone naturelle, qu’a été
mis en évidence pour la premiére fois I'effet photosensibilisateur d’'un dérivé de phénalénone
sur S. epidermidis.®® Récemment, une série de phénalénones portant des groupements
cationiques ont été développés, comme le SAPYR, une phénalénone portant un groupement

pyridinium,**® ou la PNPPhs*, portant un groupement triphénylphosphonium (Figure 27).1%

N P (6]
A ® ©/@\/\/
(@]

SAPYR PNPPh;*

Figure 27. Exemples de PN antibactériennes

Ces dérivés ont montré une activité intéressante contre les bactéries a Gram positif (S. aureus,
E. faecalis, S. mutans, A. naeslundii, etc.) et Gram négatif (E. coli, F. nucleatum, P.
gingivalis),'®31%180 De plus SAPYR présente une activité notable contre les biofilms, ce qui
offre une possibilité de traitement alternatif dans certaines affections parodontiques’ ou pour
désinfecter la peau de certaines bactéries résistantes.'’

¢ Antifongique

Les phénylphénalénones jouant le rdle de phytoalexines chez certaines espéces telles que le
bananier ont montré d’intéressantes propriétés antifongiques contre Colletotrichum musae ou
Mycosphaerella fijiensis, et la position des substituants, en particulier les hydroxyles, semble
jouer un réle prépondérant sur lactivitt de ces phénalénones naturelles.!’>17® Cette
importance a été confirmée par l'activité accrue des hydroxyphénalénones par rapport aux
phénylphénalénones.'’” Basé sur ces observations, une nouvelle phénalénone synthétique, la

4-méthoxy-2-nitro-1H-phénalén-1-one, a pu étre développée (Figure 28).%8

NO,

I ()

Figure 28. Exemple de PN antifongique

Cette nitrophénalénone exerce un effet photoantifongique trés intéressant, avec une activité
comparable au bénomyl, un fongicide commercial. Les recherches restent cependant trés
majoritairement cantonnées a la reproduction de phénalénones naturelles et a I'étude de leur

efficacité sur les champignons responsables de maladies chez le bananier.
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e Antiparasitaire

La majorité des recherches concernant I'effet antiparasitaire des dérivés de phénalénones
n'explore pas leur action photosensible. Inspiré des travaux sur l'activité antifongique,
plusieurs phénalénones naturelles actives sur des champignons ont été testées contre des
parasites du genre Leishmania, responsables de la leishmaniose. Ces essais peuvent se
justifier par l'activité reconnue de nombreux composés antifongiques sur ces parasites,
comme par exemple 'amphotéricine B8 ou la paromomycine.!”® Certaines phénalénones ont
montré une activité notable contre ces parasites,'>18° et des résultats trés prometteurs ont été
obtenus avec des phénalénones portant des groupements amine, avec une efficacité
supérieure au composé habituellement prescrit, la miltefosine, pour une cytotoxicité moindre
(Figure 29),1818 ainsi qu’'une certaine efficacité sur Acanthamoeba castellanii Neff, un

amibozoaire modéle.182

H
O OCH N o
‘ O | \,\ll/\/

Figure 29. Exemples de PN antileishmaniennes

D’autres parasites de 'homme ont été étudiés, comme Trypanosoma cruzi, responsable de la
maladie de Chagas, ou Plasmodium falciparum, le principal parasite causant le paludisme, sur
lesquels plusieurs phénalénones ont présenté une activité significative quoigue moins
importante que les molécules de référence.'*183 Le parasite du bananier, Radopholus similis,
présente une certaine sensibilité contre plusieurs phénylphénalénones, dont I'anigorufone. De
nouveau dérivés de phénalénone inspirés du SAPYR ont par ailleurs été développés pour
lutter contre un autre nématode parasite des plantes, Meloidogyne incognita. L’effet
photosensibilisateur de la phénalénone a pour la premiére fois été exploité, les composés

étant peu actif a 'obscurité mais actif a la lumiére.®®
¢ Insecticide

Etroitement liée a l'action antiparasitaire, I'effet insecticide de dérivés de phénalénone a été
exploré. Des alkyl- et phénylphénalénones ont été testées sur Aphis craccivora, un puceron
ravageur de légumineuses, et ces derniéres ont montré une activité insecticide modérée.!!!
Des tests ont aussi été réalisés sur des larves d’Aedes albopictus, ou moustique tigre, avec
ou sans lumiére. Si I'effet photosensibilisateur est trés marqué, la fonctionnalisation n’a pas

permis d’améliorer I'efficacité de la PN seule.®
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e Anticancéreux

Comme évoqué précédemment, la principale limite de la phénalénone est son absorbance
dans le bleu. C’est pourquoi les recherches de phénalénones a effet anticancéreux sont
principalement axées sur leur toxicité intrinséque. Des phénalénones naturelles extraites d’'une
espéce rustigue de bananier, Musa itinerans, ont présenté un effet limité contre des cellules
épithéliales d’un carcinome alvéolaire, et aucune activité inhibitrice de la croissance de cellules
leucémiques humaines.'® De méme, des phénalénones extraites d’'un champignon marin,
Coniothyrium cereale, n‘'ont pas montré d’activité significative contre une série de lignées
cancéreuses. En revanche, une hydroxyphénalénone et une aminophénalénone synthétiques,
complexées a du platine (Figure 30), ont montré une activité inhibitrice trés intéressante sur
la croissance de cellules de cancer du poumon, supérieure a l'oxaliplatine, un anticancérieux

reconnu.
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Figure 30. Exemples de PN anticancéreuses

Méme si I'absorbance de la PN est trés limitante, une étude de I'effet photosensibilisateur de
la PN seule sur une lignée de cellules leucémiques a montré que les ROS produits conduisent
a l'apoptose des cellules in vitro.'®® Ses propriétés photosensibilisatrices ont ainsi été
exploitées de maniére ingénieuse en la greffant a la pyridin-2-one, un groupement capable de
stocker sous forme d’endopéroxyde I'oxygene singulet produit a température ambiante puis
de le relarguer a l'obscurit¢ a 37 °C (Figure 30). Ce composé, utilisé a trés basse
concentration avec des cycles lumiéres/obscurité, a montré une excellente activité

phototoxique sur des cellules cancéreuses du col de l'utérus (HeLa).'%®

1.2.6.2. Photodégradation de polluants
Bien qu'assez marginales, les recherches sur la phénalénone comme agent photodépolluant
ont néanmoins montré le potentiel de ce composé pour lutter contre certains produits

persistants dans I'environnement. L’acide méfénamique, un médicament anti-inflammatoire, a
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été dégradé avec succes bien que le mode d’action puisse ne pas correspondre a un
mécanisme de type I1.1¥" Le cycloxydime, un herbicide, a lui été photodégradé assez
efficacement par la PN libre en solution dans I'acétonitrile.’® Ce résultat a conduit a
l'intégration de la PN dans un film de paraffine afin de mimer I'action des phytoalexines dans
la cuticule des feuilles de bananier. Dans ces conditions, la phénalénone s’est montrée encore
plus efficace que dans I'acétonitrile pour photodégrader le cycloxydime.!®® La PN a par ailleurs
été utilisée avec succes comme complément de la photodégradation de dérivés d’cestrogéne
couramment retrouvés dans les eaux usées,’® mais aussi pour la photodégradation

d’antibiotiques B-lactamines.%!

Le type de mécanisme impliqué dans les processus de photodégration n’est pas constant
d’'une étude a l'autre. La photodégradation d’hormones thyroidiennes a montré que la PN
agissait préférentiellement selon un mécanisme de type 11.1°2 Récemment, la photodégradation
du diclofénac et du paracétamol en milieu aqueux a montré une efficacité plus importante de
la PN par rapport au rose Bengale, mais le mécanisme de type Il a été exclu du fait de la

photodégradation des polluants en I'absence d’oxygéne.*®

Ces études sont globalement réalisées en milieu liquide. La phénalénone étant toxique, les
études traitant de la PN en phase solide sont donc précieuses pour comprendre son potentiel
de photosensibilisateur en phase hétérogéne. La photooxydation du sulfure de diméthyle en
phase gazeuse a été réalisée en présence de phénalénone encapsulée dans des monolithes
de silice, ce qui a permis de montrer que le rendement en oxygéne singulet de la PN n’était
pas affecté par le fait que le photosensibilisateur n’était pas en solution.'®® Trés récemment, la
phénalénone a été déposée a la surface d’'oxydes métalliques (TiO: et ZnO), résultant en une
action synergigue des deux types de photosensibilisateurs dans la dégradation du

diclofénac.*®*

1.2.6.3. Autres

e Marqueurs fluorescents

La phénalénone seule présente une trés faible fluorescence, avec un rendement quantique
inférieur a 0,01.1% En revanche, certains dérivés de phénalénone ont été développés dans le
but d’obtenir de nouveaux fluorophores. Par réaction entre un naphtol portant des groupement
benzoxazolyle, benzothiazolyle ou benzimidazolyle et du glycérol, les phénalénones
substituées en position 2 ont été obtenues. Ces phénalénones ont montré une nette

augmentation de leur fluorescence, dépassant parfois un rendement quantique de 0,15.

D’autres marqueurs fluorescents ont été développés, cette fois dans le but d’obtenir des
composeés a la fluorescence modulable. Une méthylphénalénone couplée a un photochrome

de type 2,3-diarylcyclopent-2-én-1-one a ainsi montré une fluorescence modulable en fonction
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de la longueur d’onde choisie.*® Une aminophénalénone portant un groupement phénol peut
étre « allumée » ou « éteinte » en fonction du pH. Le fluorophore, avec son substituant sous
forme de phénolate, subit un transfert d’électron lorsqu’il est irradié, tandis qu'il convertit son

énergie sous forme de fluorescence lorsque le substituant est sous forme acide (Figure 31).1%

X=NH, O, S
Nl X

0] (0)
‘ ‘ H
CO UL
OH

Figure 31. Exemples de phénalénones fluorescentes

Enfin, la fluorescence modulable peut aussi servir a la détection d’ions en solution par
spectrométrie UV-visible. Un composé contenant trois aminophénalénones a permis la
détection sélective des ions iodures. Ce composé est capable de chélater I'ion iodure et cette
chélation conduit a 'augmentation de I'absorbance et a la décroissance de la fluorescence.*®
Une phénalénone portant un groupement lactone, obtenue par une élégante synthése
catalysée au palladium, a montré des propriétés similaires de détection sélective, mais avec

cette fois I'ion fluorure.t®
e Complexation

Gréace a sa fonction cétone fortement polarisée, la PN seule est capable de former des
complexes avec plusieurs métaux, dont I'argent'®’ ou le cuivre.!®® Mais grace a sa forme de
résonnance particuliere, la 9-hydroxyphénalénone posséde une capacité bien supérieure a

complexer les métaux, tout en pouvant former un radical stable (Figure 32).

O. (O
= 'Yl I\'/I
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Figure 32. 9-Hydroxyphénalénone chélatée a un métal, et forme de résonnance de son radical

Couplés a des métaux ferromagnétiques, certains composés organiques peuvent hybrider leur
spin électronique avec celui du métal associé, formant une entité organométallique
magnétique. Cette propriété permet d’obtenir des aimants moléculaires capables d’étre
stimulés par un champ magnétique, ouvrant la voie a I'élaboration de processeurs ou
mémoires quantiques. Dans cette optique, I'hnydroxyphénalénone associée a un atome de zinc
a été déposée sur une surface de cobalt pour former un film magnétique. Ce film peut étre

stimulé a laide d'un champs magnétique, et oppose alors une magnétorésistance
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enregistrable, méme a température ambiante.'®® Des complexes de dysprosium ont eux aussi

montré d’intéressantes propriétés magnétiques pour des applications similaires.?®

La propriété de la 9-hydroxyphénalénone a chélater les métaux lui permet aussi, sous
irradiation de lumiére bleue, de transférer 'énergie lumineuse absorbée auxdits métaux sous
forme de transfert d’énergie. Le métal sensibilisé émet alors une fluorescence dans le proche
infrarouge avec une importante durée de vie, bien plus longue et intense que la
photoluminescence du métal seul. C’est le cas par exemple avec les terres rares de la famille

des lanthanides, comme I'europium,?? le néodyme!?”149 ou I'ytterbium.127:149

Complexée avec du bore ou de I'aluminium, la 9-hydroxyphénalénone, substituée ou non par
des chaines aliphatiques perfluorées, devient un exceptionnel détecteur d’oxygéne
moléculaire, capable d’indiquer la présence d’O, a une concentration jamais atteinte pour des

senseurs organiques.?%?

Enfin, cette complexation des métaux par des dérivés de phénalénone peut servir a la
conception de catalyseurs. Ainsi, une aminophénalénone complexée a du nickel a été utilisée
comme catalyseur pour la réaction de polymérisation de I'éthyléne. Malheureusement, celui-
ci se décompose rapidement dans les conditions étudiées.’®® Un autre catalyseur a base
d’aminophénalénone, cette fois non-métallée, a permis de réaliser une série de couplages
entre des arénes et des halogénoarénes en présence de tert-butylate de potassium selon un
mécanisme radicalaire grace a sa capacité a chélater le potassium de la base.?®® La 9-
hydroxyphénalénone a elle aussi pu servir de catalyseur sous la forme de complexe de fer

dans une réaction de réduction électrocatalysée du peroxyde d’hydrogéne.?*
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I.3. Conclusion et objectif

La phénalénone s’avéere étre un compose aux applications potentielles multiples, allant de la
microbiologie a la spintronique. Mais elle reste aujourd’hui encore trop peu étudiée et est
mésestimée par rapport a d’autres photosensibilisateurs comme les macrocycles
tétrapyrroliques, les nanoformes du carbone ou encore les complexes organométalliques. Ses
avantages sont pourtant nombreux : facile a synthétiser, elle posséde un rendement en
oxygeéne singulet proche de l'unité quel que soit le solvant. Elle possede aussi une masse
molaire trés faible, ce qui en fait un avantage indéniable en termes d’économie d’atome et

d’encombrement stérique par rapport aux autres photosensibilisateurs.

La limite actuelle réside dans la variété des fonctionnalisations proposées ne nuisant pas a ce
rendement. En se basant sur l'état de lart précédemment décrit, la phénalénone
chlorométhylée s’affrme comme étant un excellent building-block pour envisager le
développement de nouveaux composés. La premiere partie de ce travail consistera ainsi a
proposer une série de nouvelles fonctionnalisations capables de conserver la production
d’'oxygéne singulet. Une large gamme de fonctionnalisation sera décrite afin de faciliter
I'utilisation de la phénalénone comme photosensibilisateur avec des fonctions aussi diverses
gu’'un azoture, des amines, un propargyle, des acides carboxyliques ou sulfonique, des
alcools, etc. Leur rendement en oxygéne singulet sera mesuré afin de confirmer la rétention

de I'effet photosensibilisateur quel que soit la fonction utilisée (Chapitre I1).
Ces fonctionnalisations seront par la suite valorisées de trois fagons différentes (Figure 33) :

- Apreés fonctionnalisation de supports siliceux ou lignocellulosique, plusieurs dérivés
de phénalénones sont fixés de maniere covalente a leur surface, permettant
d’obtenir des matériaux photosensibilisateurs. Ces matériaux sont utilisés pour
deux applications environnementales différentes : comme antifongique dans le cas
du bois, afin d’éviter sa putréfaction lorsqu’exposé a des conditions défavorables,
ou comme agent de photodégradation des polluants persistants de I'eau dans le

cas du sable (Chapitre I1).

- Par greffage de chaines grasses sur la phénalénone, avec pour objectif de
concevoir des nanoobjets lipidiques aux propriétés photoantibactériennes, dont les

capacités d’arrangement supramoléculaire seront étudiées en détail (Chapitre 1V).

- Par greffage de sels de triazolium aux propriétés antibactériennes reconnues sur
la phénalénone afin de coupler l'effet bactéricide des premiers avec [effet
photoinhibiteur du second, dont I'efficacité sera étudiée sur 6 souches différentes

de bactéries réguliérement responsables de maladies nosocomiales (Chapitre V).
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Figure 33. Synthéses décrites et objectifs de la thése




Chapitre Il. Synthése et fonctionnalisation de la PN

II.1. Introduction
Afin d’'augmenter le potentiel d'utilisation de la phénalénone sans diminuer le rendement de
production d’oxygéne singulet, la production de nouveaux dérivés s’avére un challenge

prometteur.

Dans un premier temps, la synthése de la phénalénone et sa chlorométhylation, point de
départ pour la production de nouveaux composeés, seront étudiées et optimisées. Dans une
seconde partie, I'halogéne sera substitué par plusieurs fonctions importantes dans le but
d’établir une librairie de dérivés. Enfin, les caractéristiques physico-chimiques, dont la
production d’oxygéne singulet, seront évaluées afin de vérifier si le rendement quantique en

oxygene singulet est conservé pour toutes ces nouvelles fonctions.

II.2. Synthése de la PN

[1.2.1. Méthode A
La premiére synthése de la phénalénone (PN) a avoir été mise en ceuvre au laboratoire est

celle décrite par Spath et al.'® (Figure 34), basée sur la premiére synthése historique.5®

(0]
3-Nitrobenzenesulfonate de sodium
OH OH
H,SO,
4 -
HO\)\/OH 1h,140 °C

PN

Figure 34. Synthése de la PN (méthode A)

Cette réaction est directement inspirée de la réaction de Skraup,®* la différence résidant dans
la nature du donneur de Mickael. Tout d’abord, le glycérol subit une réaction de déshydratation
dans l'acide sulfurique pour former I'acroléine (propénal) in situ, précaution nécessaire du fait
de la haute toxicité de ce composé. Par la suite, le naphtol, riche en électron, attaque
I'acroléine par une addition 1,4 de Mickael rappelant une condensation aldolique. Le composé
formé, aprés retour a I'aromaticité, est oxydé par le 3-nitrobenzénesulfonate de sodium, selon
le méme mécanisme que I'oxydation par le nitrobenzene.?*® Le produit obtenu subit alors une
cyclisation par substitution électrophile aromatique avant d’éliminer une molécule d’eau et

former la cétone (Figure 35).
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Figure 35. Mécanisme de formation de la PN (méthode A

Cette synthése permet d’aboutir a un rendement de 22%, plus faible que celui décrit dans la
littérature (31%).2*3 De plus, sa mise en ceuvre est relativement longue et nécessite une
purification par colonne chromatographique. C’est pourquoi d’autres méthodes ont été

explorées.

[1.2.2. Méthode B

En 2017, Song et al.% ont amélioré le protocole développé par Koelsch et al.?% (Figure 36).

O
I O
™
+ >
CH,Cl,

3h,40°C PN
OU 12 min, 100 W, 40 °C

Figure 36. Synthése de la PN (méthode B)

Il repose sur une double réaction de Friedel-Crafts en présence de 3 équivalents d’AlCls, qui
sert & activer le carbonyle du chlorure d’acide (2 éq.), puis le carbonyle de la cétone
intermédiaire (1 éq.). Aprés élimination du groupement phényl dans I'acide chlorhydrique

(Figure 37), la PN est obtenue avec un rendement de 58%.

wBE SN
O OO —— L0y

Figure 37. Mécanisme de formation de la PN (méthode B

Toutefois, cette synthése nécessite 3h de réaction, bien plus que pour la méthode A. Du fait

de cet allongement du temps de réaction, cette synthése a été réalisée sous activation par
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microondes. Gréace a la polarité notable de 'AICIz et du chlorure de cinnamoyle, la réaction par
microonde a pu étre réalisée a une puissance relativement faible de 100 W dans le
dichlorométhane, puissance maximale possible sans provoquer de surchauffe et I'ébullition
incontrélée du solvant. Différents temps d’activation ont été testés comme indiqué dans la
Figure 38.
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Figure 38. Essais d’activation par micro-onde (les rendements correspondent aux quantités de PN
isolées)

En decga de 6 minutes d’irradiation continue, seules des traces de PN ont pu étre isolées. A
partir de 8 minutes, des quantités non-négligeables de PN commencent a se former. Une
irradiation de 12 minutes permet d’atteindre le rendement observé pour un chauffage classique
de 3 heures (58%). Cependant, une prolongation de ce temps d’irradiation n’a pas montré
d’amélioration du rendement, stagnant autour de 50%. Le temps d’irradiation final est donc
fixé a 12 min, soit une vitesse de réaction 15 fois supérieure a la vitesse par chauffage
classigue. Une des limitations de cette méthode réside cependant dans la quantité de réactifs
utilisables (quelques grammes), bien moins importantes qu’avec un chauffage conventionnel
(dizaines de gramme).

[1.2.3. Méthode C

Assez récemment, le protocole de Pagni et al.®2 a été amélioré par Anamimoghadam,®® qui a

notamment utilisé des réactifs de meilleure qualité (Figure 40).

0
1) NaH, EtOH ‘
(D - ~owe —2m . (I

PN

(0]

Figure 39. Synthése de la PN (méthode C)

Cette condensation de Claisen croisée est réalisée par déprotonation du 1l-acétylnaphtaléne

par I'hydrure de sodium. L’énolate formé, en présence de formiate d’éthyle, génére un
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composeé dicarbonylé propice a une nouvelle déprotonation. Le sel de sodium ainsi obtenu
peut étre aisément isolé en phase aqueuse puis neutralisé avec HCI. L’ajout d’acide sulfurique
sur ce dernier intermédiaire permet d’activer la cyclisation du composé. Finalement, le milieu
acide entraine la déshydratation de l'intermédiaire hydroxylé pour aboutir a la phénalénone
(Figure 40).

Nao/} 8\/ O\ o\
ol 5 H/_\ NaO o o ‘7H o o0,
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®
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H,0, HO HO

Figure 40. Mécanisme de formation de la PN (méthode C

Bien que conduisant normalement a un rendement supérieur a 90%, cette méthode n’a jamais
permis d’obtenir plus de 59% de rendement. En effet, I'étape d’acidification par H.SO4 génere
systématiquement des sous-produits indésirables, nécessitant donc une étape de

recristallisation durant laguelle une partie du produit est perdue.

Tableau 3. Comparaison des différentes méthodes de synthése de la PN

A B C
Rendement 22% (Litt. : 31%) 56% (Litt. : 68%) 59% (Litt. : 90%)
Temps investi par lot 24h 4h (1h30 par MO) 4h30
Co(t des réactifs - - - ---
Purification --- 0 -
Intérét pédagogique ++ +++ +++
Simplicité de mise en ceuvre ++ +++ +

Aprés comparaison des différentes méthodes, c’est la méthode B qui s’avere présenter le plus
d’avantages (Tableau 3). En effet, bien que le rendement soit nettement inférieur a celui de la
méthode C (90% théorique contre 68% théorique), d’autres paramétres sont a prendre en
considération, tels que le cot des réactifs de départ, la simplicité de mise en ceuvre ou encore
I'absence totale de purification. L'intérét pédagogique de la synthese, réalisée principalement

a l'occasion des stages, a aussi été un facteur déterminant.
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I1.3. Fonctionnalisation du cycle

[1.3.1. Chlorométhylation : synthése et mécanisme réactionnel
Comme décrit précédemment,’** la chlorométhylation de Blanc mise en ceuvre sur la
phénalénone requiert l'utilisation de paraformaldéhyde et de plusieurs acides concentrés
(Figure 41). La réaction de chlorométhylation est idéale dans le cas de la phénalénone. En
effet, cette réaction est peu appropriée pour les dérivés aromatiques fortement activés,
générant des composeés polysubstitués et le composé chloré formé pouvant de surcroit réagir

avec le réactif de départ. Ici, seule la monosubstitution a lieu en position 2.

Cl

O O
‘ H CH3COOH, H3PO4 ‘
|
*  HOTC—OTH HCI
|1| 8h 30,110 °C

8-100
PN PNCI

Figure 41. Chlorométhylation de la PN
En suivant les conditions rigoureusement identiques a celles décrites dans la littérature, le

produit est obtenu avec un rendement de 36%, conforme & ce qui était attendu.

[1.3.1.1. Caractérisation de la PNCI
La PNCI étant le précurseur de I'ensemble des autres molécules synthétisées au cours de
cette thése, son identification totale par RMN et spectrométrie de masse est indispensable

pour lever toute ambiguité structurelle.

Le spectre RMN H dans le CDCls indique la présence de 7 protons aromatiques ou alcéniques
résonnant entre 8,67 et 7,60 ppm et deux protons aliphatiques a 4,68 ppm, attribuables aux
deux protons du pont méthyléne Ha. L’analyse du spectre RMN 13C confirme qu’il y a le nombre
attendu de carbones (14 signaux), avec un signal fortement déblindé et de faible intensité a
183,4 ppm correspondant au carbone du carbonyle (C:) et un autre signal trés blindé a 41,4

ppm attribuable au carbone du méthyléne (C,) (Figure 42).
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Figure 42. Spectres RMN 'H et 13C de la PNCI dans le CDCl3
L’analyse RMN 2D COSY indique les corrélations entre les protons adjacents, permettant
d’attribuer sans ambiguité le singulet a 7,93 ppm au proton Hs. Elle permet aussi d’identifier
deux groupes de trois protons, sans pour autant permettre de les attribuer avec certitude
(Figure 43).
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Figure 43. Spectre RMN 2D COSY de la PNCI (CDCI3) et ses deux groupes de proton (vert et rouge)

L’analyse RMN 2D HSQC indique les corrélations courte distance entre protons et carbones.
Ainsi cette carte démontre que les 7 protons sont portés par 7 carbones différents, et le proton

Hs précédemment identifié est lié au carbone a 140,3 ppm (Cs) (Figure 44).
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Figure 44. Spectre RMN 2D HSQC de la PNCI (CDCl3)
L’analyse RMN 2D HMBC montrant les corrélations proton-carbone longue distance indique
gue le proton Hs est bien corrélé aux carbones Ci et C,, mais aussi au carbone a 135,7 ppm
attribuable au C.. Ce proton est également corrélé a trois autres carbones, dont celui a 132,0
ppm, lui-méme corrélé au proton a 7,81 ppm, démontrant avec certitude qu’il s’agit

respectivement de C, et Ha (Figure 45).
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Figure 45. Spectre RMN 2D HMBC de la PNCI (CDCl3)
Grace au spectre COSY, les deux groupes de protons préalablement définis sont identifiables
sans ambiguité, de méme que les carbones correspondants avec le spectre de corrélation
HSQC. A l'aide des corrélations longues distances avec le proton Ho, le carbone quaternaire
a 129,0 ppm est identifie comme étant Ci», et le carbone quaternaire a 132,1 ppm, dont les
corrélations sont masquées par celles de son voisin Cs, est identifi€ comme étant Ci1. Bien
que le zoom et la modulation de lintensité des pics sur le spectre HMBC ait permis de
différencier la plupart des pics proches, il n’a pas été possible de discriminer les carbones
guaternaires a 127,28 et 127,31 ppm du fait de leur valeur quasi-identiqgue. Ceux-ci peuvent

chacun correspondre aux carbones Cio et Ci3(Tableau 4).

Tableau 4. Tableau récapitulatif des déplacements chimiques des protons et carbones de la PNCI

(CDClz)
Position H (ppm) C (ppm) Position H (ppm) C (ppm)
1 = 183,5 8 7,79 127,2
2 135,7 9 8,67 130,9
& 7,93 140,3 10 = 127,28 ou 127,31
4 7,81 132,0 11 - 132,1
5 7,62 126,8 12 - 129,0
6 8,04 132,2 13 - 127,31 ou 127,28
7 8,22 135,2 a 4,68 41,4

L’analyse HRMS par ESI* de la PNCI indique bien la présence d’un pic a 229,0416 m/z
correspondant a l'ion moléculaire [M+H]* (Figure 46A), confirmé par la présence de I'adduit

[M+Na]* a 251,0235 m/z et par I'excés isotopique de 3:1 a M et M+2 caractéristique du chlore

(Figure 46B). De plus, la fragmentation majoritaire correspond a I'élimination du chlore pour
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donner un fragment a 193,0649 m/z, typique du fragment méthylphénalénone. D’autre part,
un autre fragment a 165,0699 m/z correspond a la perte d'une molécule de CO, selon un

mécanisme déja observé pour d’autres cétones aromatiques (Figure 46C).2%"

1+
229.0416 1+
A 229.0415 B
1+
193.0649
1+
231.0389
| 1+
230.0448 | 1+
[ A 232.0420
165.0699 — ' e ' - —
| LA 229 230 231 232
150 200 250
o+
® cl
c ®
‘ O é
cl’ ¥olo) cl ‘
~——— —_— —_—
m/z: 193.07 m/z: 165.07

Figure 46. A) Spectre HRMS général, B) Massifs isotopiques de 1'ion moléculaire, C) Mécanismes
supposés de fragmentation

Ces fragmentations, du fait de leur stabilité liée a la délocalisation de la charge, pourront servir
d’indicateur solide pour prouver que le noyau phénalénone n’a pas subi de modification au
cours des réactions de fonctionnalisation a venir. D’autre part, I'attribution de 'ensemble des
protons et carbones des dérivés de PN requérant un grand nombre d’analyses RMN 2D, il a
été préféré une attribution partielle des signaux RMN. Ainsi, dans la suite de ce rapport, les
protons Hs a He seront appelés « H aromatiques », le carbone C: sera appelé « C cétone »,
les carbones C; a Ci3 seront appelés « C aromatiques » et le pont méthylene sera qualifié de

« CH; allylique ».

11.3.1.2. Etude de P'intermédiaire réactionnel
La chlorométhylation ayant été largement utilisée sur de nombreux composés,®® le
mécanisme réactionnel de cette substitution électrophile aromatique est aujourd’hui largement
admis. Il semblerait que sous l'action des acides présents, le paraformaldéhyde est
dépolymérisé en son monomere, le formaldéhyde, qui est par la suite protoné pour former le
premier électrophile potentiel. Celui-ci sert alors d’agent d’hydroxyméthylation de I'aromatique

avant que l'alcool benzylique formé ne soit substitué par le chlore?® :
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©)
(CH,0) . —> CH,0 — CH,OH
©)
ArH + CH,0H —> ArCH,OH

ArCH,0H —Z»  ArCH,CI

Si l'intermédiaire réactionnel est bien le dérivé hydroxyméthylé, sa synthese pourrait s’avérer

intéressante en vue de produire de nouvelles fonctions sur la phénalénone.

Partant du constat qu’il existe ou non un intermédiaire aromatique hydroxyméthylé formé avant
I'action de HCI, le protocole de chlorométhylation a été appliqué sans ajout de HCI. En suivant
les mémes étapes de synthése et de purification, une phénalénone différente de la PN et de
la PNCI a été isolée.

Tableau 5. Déplacements chimiques observés en RMN !H et ions monoisotopiques obtenus en
HRMS pour la PNCI et ses précurseurs

, RMN 'H dans CDCl3 HRMS
Composé . . . .
Déplacement chimique (ppm) lon monoisotopique (m/z)
H aromatiques CH; CH3 [M+H]* calculé [M+H]* trouvé
PN 8,64-6,73 - - 181,0648 181,0650
PNCI 8,89-7,61 4,69 - 229,0415 229,0416
PNOAc 8,67-7,60 5,21 2,17 253,0859 253,0858

La spectroscopie RMN *H de ce composé a montré un singulet a 2,17 ppm absent de celui de
la PNCI, suggérant la présence d’'un méthyle. L’analyse HRMS a permis d’identifier un ion
[M+H]* & m/z = 253,086, correspondant a un composé de formule CisH1303 (Tableau 5). La
nouvelle phénalénone est donc le dérivé acétylé (PNOAC), et non la forme hydroxyméthylée

(PNOH) attendue (Figure 47).

YO

()
o (o)
Paraformaldéhyde ‘ Paraformaldéhyde ‘
CH3COOH, H3PO, CH3COOH, H3PO,
8 h 30,110 °C 8h 30,110 °C

PNCI PNOAc

Figure 47. Synthése de l'intermédiaire réactionnel PNOAc

La PNOAc n’a cependant jamais été observée dans le brut réactionnel aprés ajout de
HCI 37%. En outre, ce composé pur mis en présence de HCI concentré réagit rapidement et
de maniere quasi-quantitative pour former la PNCI, trés certainement par une simple hydrolyse
de l'ester puis substitution nucléophile de I'alcool formé. Le méme test réalisé avec la PNOH
(voir 11.4.1.3) a généré la PNCI de la méme maniére. En outre, la réaction en présence d’'un

autre acide organique (acide trifluoroacétique) n’a pas permis d’obtenir la moindre trace de
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produit. Tout porte donc a croire que la PNOH serait donc bien l'intermédiaire réactionnel,
mais que l'acide acétique utilisé dans la réaction permet de stabiliser cet intermédiaire et

diminuer le nombre de réactions secondaires en protégeant I'alcool avant I'ajout de HCI.

Le mécanisme réactionnel proposé est donc le suivant (Figure 48) :

®
(CH,0) — CH,0 — CH,OH

e}

PNCI H,0 PNOH

Figure 48. Mécanisme réactionnel de la chlorométhylation de la PN

Enfin, le spectre de masse de la PNOAc impure a aussi permis d’identifier un second composé
a m/z = 373,123 comme étant la 2,2'-methylenebis(1H-phenalen-1-one), produit ne pouvant
étre obtenu que par I'action de la PN sur l'intermédiaire PNOH déshydraté et confirmant le

mécanisme (Figure 49).

HO TN

®
O 0} o

Figure 49. Réaction secondaire de la chlorométhylation

11.3.1.3. Amélioration de la réaction

¢ Augmentation du temps de chauffage

En suivant le temps de chauffage de la chlorométhylation décrite par Spath,'* la réaction
conduit & un rendement de 36%, analogue a celui de la littérature. Cependant, la CCM
indiquant la présence résiduelle de PN initiale, le temps de chauffage a été doublé afin de

consommer le maximum de réactif. Aprés 16 h de réaction, la PN a complétement disparue
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de la CCM, et la PNCl a pu étre isolée avec un rendement de 51%, bien supérieur au protocole

original*®3 ou revisité.13®
e Substitution de HCI par NaCl

L'utilisation d’HCI peut étre problématique du fait de sa volatilité et sa dangerosité a haute
température. C’est pourquoi la substitution de I'acide chlorhydrique par un autre agent chlorant
pourrait étre intéressante dans le cadre d’une chimie plus verte. Le composé chloré choisi doit
ainsi présenter une certaine innocuité, étre relativement soluble dans I'acide acétique et/ou
I'acide phosphorique et étre abondant. C’est donc tout naturellement que le chlorure de sodium

(NaCl) a été testé.

Le méme protocole de chlorométhylation a été testé en remplagant 'acide chlorhydrique par

le méme nombre de moles de NaCl solide (Figure 50).

Cl

O 0]
‘ H CH3COOH, H3PO4 ‘
|
*  HOTC—OTH NaCl >
|1| 8h30-16h, 110 °C

8-100
PN PNCI

Figure 50. Chlorométhylation de la PN en présence de NaCl

Aprés purification, seulement 4% de PNCI ont été récupérées, mais aussi 10% de PNOAc. La
PN restante a été observée par CCM mais pas récupérée. La réaction est loin d’étre totale
dans ces conditions, ce qui peut s’expliquer par le manque de solubilité, et donc de réactivité,
de NaCl dans le mélange d’acides. Une autre hypothése est que la température de réaction
n’est pas suffisante. En effet, le chlorure de sodium peut réagir avec I'acide phosphorique pour
former de I'acide chlorhydrique in situ, et cette réaction est dépendante de la température.?°
De nouveaux essais sont donc a réaliser pour déterminer si la température et le temps de

réaction ont une influence sur I'efficacité de la chlorométhylation en présence de NaCl.

[1.3.2. Bromométhylation de la phénalénone
La phénalénone chlorométhylée obtenue s’avére étre un composé extrémement intéressant
pour les réactions de substitution nucléophile (voir 11.4). Cependant, la réactivité du chlore n’est
parfois pas suffisante pour certaines réactions, d’ou la nécessité de remplacer le chlore par un

autre halogéne.

Dans la littérature, la réaction de chlorométhylation a été régulierement déclinée en bromo- ou
iodométhylation en substituant I'acide chlorhydrique par I'hnydracide correspondant.?® Ici, la
bromométhylation a été testée en remplacant I'acide chlorhydrique par le méme nombre de

moles d’acide bromhydrique (Figure 51).
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Figure 51. Bromométhylation de la PN
En suivant rigoureusement le méme protocole quavec la PNCI, le rendement de la
bromométhylation s’est pourtant avéré étre bien inférieur (36%) de celui de la
chlorométhylation (51%). La réactivité accrue du brome par rapport au chlore, et donc la
sensibilité du produit aux différents traitements post-réactionnels peuvent expliquer cette

différence significative.

L’analyse du spectre RMN *H dans CDCl; indique que la PNBr posséde les mémes protons
aromatiques que la PNCI, mais aussi que les protons du méthylene portant le brome résonnent
a un déplacement chimique plus faible quavec le chlore, ce qui s’explique par
I'électronégativité moins importante du brome (Figure 52). Ce résultat est confirmé par
'analyse HRMS.
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Figure 52. Comparaison des RMN !H de la PNCI (bleu) et de la PNBr (rouge) dans CDCl3
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Il.4. Fonctionnalisations secondaires

Afin d’apporter de nouvelles fonctions sur la phénalénone, deux types de fonctionnalisations
ont été mis en ceuvre : des réactions de substitution nucléophile sur I'halogéne de la PNCI,
prompt a réagir avec de nombreux composeés, et des réactions de cycloaddition de Huisgen
sur le dérivé azoturé (PNN3).

[1.4.1. Réactions de substitution nucléophile

L’ensemble des caractérisations (T°, RMN H, RMN 3C, HRMS) de ce chapitre est résumé
dans la partie 11.4.1.7Erreur ! Source du renvoi introuvable.. La Figure 53 illustre les voies de

synthese des 13 phénalénones abordées dans ce chapitre.

Figure 53. Résumé des voies de synthéses des composés décrits dans le chapitre 11.4.1

11.4.1.1. Synthése du dérivé azoturé PNNs
Trés prisé comme intermédiaire dans la synthése de nitrénes, d’amines ou de tétrazoles,?!!
l'azoture est une fonction devenue essentielle en chimie organique, notamment avec le
développement de la réaction de cycloaddition de Huisgen. Les azotures d’alkyle sont
généralement synthétisés par action d’un sel d’azoture sur un dérivé halogéné ou un alcool

activé dans un solvant polaire (Figure 54).
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MeOH/H,0

12 h, ta.
PNCI PNN,

Figure 54. Synthése de la phénalénone azoturée (PNN3

Due a la faible solubilité de la PNCI dans 'eau et de I'azoture de sodium dans la plupart des
solvants organiques, un mélange eau/méthanol a été choisi pour pouvoir solubiliser les deux
réactifs. Aprées 12 h a température ambiante, la réaction est totale, et la purification
généralement superflue. La CCM (éluant : CH»Cl,) montre la présence d’'un produit avec un
rapport frontal de 0,56, et donc une polarité trés proche de I'halogénure de départ (0,58)
illustrant les propriétés de « pseudohalogénure » des azotures. L’analyse du spectre RMN *H
montre des déplacements chimiques de ses protons similaires a ceux de la PNCI, bien que
les protons allyliqgues soient [égerement plus blindés. Cependant, le point de fusion (96-98 °C)
est clairement différent du réactif de départ (142-144 °C), démontrant avec certitude que le

produit est bien la PNNs.

11.4.1.2. Synthése des dérivés cyanurés : nitrile et thiocyanate

e Synthese de la PNCN

Les nitriles présentent eux aussi un intérét certain dans la préparation d’une large variété de
fonctions, comme les amines ou les acides. Un cyanure d’allyle pourrait étre un excellent
intermédiaire dans la production d’une phénalénone portant un acide carboxylique non
conjugué au cycle, ce qui, en théorie, n’influerait pas sur la production d’'oxygéne singulet. La
PNCI a ainsi été mise a réagir avec le cyanure de sodium dans I'éthanol a température

ambiante (Figure 55).

Cl NC

94 “Y
NaCN _
EtOH

20 min, t.a.
PNCI PNCN

Figure 55. Synthese de 1a PNCN
Dés les premiéres minutes de réaction, la solution vire au vert et la CCM évolue rapidement.
Aprés 20 minutes seulement, le réactif est entierement consommé et plusieurs produits sont
observés. Seul le composé majoritaire de coloration jaune, donc ayant sa conjugaison peu ou

pas impactée, a été isolé par plaques préparatives (éluant : CHCIs/MeOH 98:2) avec un
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rendement de 19%. Les autres produits n’ont pas pu étre récupérés avec une pureté suffisante
pour étre analysés. Le spectre RMN !H, obtenu dans le CDCls, présente une importante
différence avec celui du réactif au niveau du déplacement chimique des hydrogenes du
méthyléne, justifiable par la plus faible électronégativité du nitrile par rapport au chlore. De
plus, le spectre RMN 3C du produit indique la présence d’un nouveau signal a 117 ppm

caractéristique du carbone quaternaire de la fonction nitrile.

La nucléophilie importante de I'anion cyanure explique le rendement médiocre obtenu. En
effet, 'anion réagit aussi trés probablement sur le cycle en position 9, sensible aux attaques
nucléophiles comme cela a déja été décrit dans la littérature.!*® Du fait du contréle délicat de
la régiosélectivité de cette réaction, la voie de la PNCN est abandonnée au profit de réactions

plus spécifiques.
e Synthése de la PNSCN

Les thiocyanates, bien que comportant un groupement CN rappelant les nitriles, possedent
des propriétés assez éloignées de ceux-ci. Trés utiles comme intermédiaires dans la synthese
des thiols et de leurs dérivés, ils présentent aussi un intérét tout particulier pour leur capacité
a s’isomériser en isothiocyanate (-N=C=S) sous irradiation UV. Le carbone devient alors tres
sensible aux attaques nucléophiles, tels les amines, alcools ou thiols pour former les
analogues soufrés de carbamates correspondants. De nombreuses méthodes de synthése
existent, dont la plus simple a mettre en ceuvre est la réaction du thiocyanate de potassium

sur le dérivé halogéné (Figure 56).

=z

(¢]]
94 CY
KSCN
MeOH

PNCI 48N, ta. PNSCN

w

Figure 56. Synthése de la PNSCN

Aprés 48h de réaction, le produit est purifié sur plagues chromatographiques et une poudre
jaune est obtenue avec un rendement de 47%. Ce rendement moyen s’explique par des
problémes rencontrés lors de I'étape de purification sur plaques préparatives de gel de silice.
Comme pour la PNCN, l'analyse du spectre RMN *3C révéle la présence d’'un nouveau
carbone & 113,1 ppm caractéristique des nitriles, et un point de fusion trés similaire a été
obtenu (134-136 °C contre 135-137 °C pour la PNCN). L'analyse HRMS confirme néanmoins
qu’il s’agit bien du composé portant la fonction thiocyanate, avec un ion moléculaire de m/z =

252,0478 identique a la valeur théorique.
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11.4.1.3. Synthése du dérivé hydroxylé PNOH

Une premiére tentative basée sur 'action de la potasse éthanolique a été réalisée. La CCM,

réalisée au bout de 10 min, montre la disparition du réactif de départ (Figure 57).

cl o}
94 O
KOH ‘
EtOH

10 min, t.a.
PNCI PNOEt

Figure 57. Syntheése de la PNOEt

Aprés neutralisation et purification sur colonne préparative de gel de silice, le produit
majoritaire est obtenu avec un rendement de 31%. La RMN !H indique sans ambiguité la
présence de I'éthyle. Le rendement de la réaction restant faible malgré les différentes

concentrations en KOH testées, une méthode plus sélective a été préférée.

Une des méthodes les plus classiques de synthése d’un alcool a partir d’'un halogénoalcane
est certainement la formation d’un éther par la réaction de Williamson suivie d’'une hydrolyse.
Le méthanolate de sodium a ainsi été préféré pour pallier la présence de trois nucléophiles
différents dans la potasse éthanolique, a savoir I'hydroxyde, I'éthanolate et alcoolate de

phénalénone (Figure 58).

Cl (6]

I (@) I (0]
MeONa
MeOH/CH,Cl,

PNCI 20 min, t.a. PNOMe

Figure 58. Synthése de la PNOMe

La réaction dans un mélange de méthanol et de dichlorométhane est trés rapide et offre de
bons rendements (92%). La formation d'un dimére de phénalénone est ainsi évitée.
L’apparition sur le spectre RMN *H d’un singulet intégrant pour 3 protons confirme la formation

de I'éther méthylique.

La PNOMe a ensuite été déprotégée par I'action d’'un agent déméthylant, le tribromure de

bore, en léger excés suivi d’'une hydrolyse par I'eau (Figure 59).
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Figure 59. Synthése de la PNOH

Contrairement a la publication originale recommandant un rapport de 0,33 équivalent de BBr3
pour 1 équivalent d’éther,?'2 le choix s’est ici porté sur un large exces de BBrs (1,2 équivalent)
afin d’assurer un rendement maximal et éviter le gaspillage de PNOMe. Dans ces conditions,
le suivi de la réaction par CCM indique que toute la PNOMe est convertie en un seul produit,
et la purification par colonne chromatographique a permis d’obtenir la PNOH avec un
rendement de 88%. |l serait possible d’envisager par la suite de réduire la quantité d’acide de

Lewis utilisé dans cette réaction.

Le mécanisme réactionnel est encore aujourd’hui activement discuté, notamment pour savoir
guel est 'agent bromant. De récents travaux suggérent que le mécanisme différe en fonction
de la nature de I'éther.?’3214 Un éther fortement substitué (éther d’alcool secondaire ou
tertiaire) subira une bromation intramoléculaire du méthyle, tandis qu’'un éther faiblement
substitué ou un éther activé sera plus propice a une bromation intermoléculaire. Dans le cas
de la PNOMe, le méthyle est un groupement avec un faible encombrement stérique. De fait,

un mécanisme bimoléculaire est supposé (Figure 60).

Br .© 0® Br. 0%
>B B
Br™ | |

Br (0] Br (0] CHABr
3
| ‘ ‘ BBt BBr,
o/_\ OO OO / Wi o)
. ) o)

Figure 60. Mécanisme réactionnel de la déméthylation de la PNOMe par BBr3

Due a la présence en exces de BBrs, il ne se forme probablement pas de dimére ou trimére
d’organoborane intermédiaire, mais seulement le monomeére, qui est par la suite hydrolysé par
simple substitution nucléophile pour donner la PNOH, de l'acide borique et de l'acide
bromhydrique (Figure 61).
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Figure 61. Hydrolyse de I'intermédiaire organoborane

L’analyse du spectre RMN *H indique la disparition du signal correspondant au groupement
méthyle a 3,56 ppm, indiquant que la déméthylation a bien fonctionné. La HRMS confirme qu'il
ne s’agit pas d’un éther symétrique de phénalénone ni de la PNBr et que la fonction alcool est

bien présente.

Cet hydroxyle peut servir a produire de nouvelles fonctions, en particulier par oxydation. Ainsi,
l'aldéhyde peut étre obtenu par oxydation ménagée, ici par I'action du TEMPO couplé au

nitrate de fer (Figure 62).

HO O

O 0]
‘ Fe(NO3)39H20 ‘
TEMPO, KCI
CH2C|2

18 h, ta., Ar.
PNOH QA A PNCHO

Figure 62. Synthése de la PNCHO

Aprés 18 h de réaction, l'alcool est entierement converti en l'aldéhyde correspondant.
Cependant, la purification s’avere complexe, et le rendement est de l'ordre de 59%.
Néanmoins, ce rendement peut fortement varier du fait de la dégradation progressive du
produit, ce qui se traduit par le passage du produit fraichement isolé de couleur jaune a un
produit de couleur noire. Afin d’éviter ce phénomeéne, le composé doit étre conservé sous
atmospheére inerte a basse température. L’analyse du spectre RMN H, bien que contaminég,
indique malgré tout que le produit formé est bien un aldéhyde, avec le signal caractéristique
d’'un proton lié a la fonction carbonyle a 10,57 ppm, ainsi que la disparition du singulet

résonnant a 4,72 ppm qui correspond au CHo.

Le mécanisme réactionnel (Figure 63), supposé et encore discuté, consisterait en la
complexation du TEMPO avec le Fe* par un échange de ligands (L correspondant
généralement a NOgz, CI) (I). L’alcool réagit alors avec ce complexe (ll) pour former un
intermédiaire qui subit une B-élimination (lll), libérant 'aldéhyde. Le complexe de Fe?* subit

une élimination réductrice (IV), puis le TEMPO est réoxydé par un autre équivalent de Fe®*
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(V). Le fer (Il) est quant a lui recyclé en fer (Ill) par 'oxygéne ambiant, par l'intermédiaire du

NO formé en marge de la réaction a partir du nitrate.?®

%0,

_Fe*'L

LFe?
© OK +H
; " D J
FeZ*L LFeZ"

[ ] [ ] PNH><OH

H
PN/gO
PNCHO

Figure 63. Cycle catalytique de I'oxydation de la PNOH en PNCHO par le mélange
TEMPO/KCl/Fe(NO3)3

[1.4.1.4. Synthése d’un dérivé sulfonaté PNS
Un dérivé sulfonate de la phénalénone a déja été synthétisé par action de I'acide sulfurique
sur la phénalénone. Bien que n’influant pas sur le rendement en oxygene singulet, cette
fonctionnalisation présente I'inconvénient d’étre réalisée dans des conditions extrémes (H2SO4
a 180 °C), et la régiosélectivité ne semble pas étre parfaitement contrbélée. Elle peut ainsi
avoir lieu en position 21¥7 ou 5.1%4 De plus, rien ne permet d’affirmer que la conversion du
sulfonate en une autre fonction (sulfonamide par exemple) n’influerait pas non plus sur le
rendement en oxygéne singulet. C’est pourquoi une nouvelle phénalénone sulfonatée a été

développée par action de sulfite de sodium sur la PNCI (Figure 64).

56



®0
cl Na O3S

94 94
Na,SO; TBAI
CHCIl3/MeOH/H,0

PNCI 6h,ta. PNS

Figure 64. Synthése de la PNS

Un essai préliminaire de réaction entre la PNCI et le sulfite de sodium dans un mélange
méthanol/eau 9 :1 avait conduit & un rendement de 40% apres 48 h de réaction. Ce faible
rendement peut s’expliquer par la solubilité limitée du Na.SOs dans le solvant. Afin d’'améliorer
la solubilité du nucléophile dans la phase organique, un agent de catalyse par transfert de
phase a été utilisé. Ainsi, dans un mélange chloroforme/méthanol/eau, un équivalent d’iodure
de tétrabutylammonium (TBAI) est ajouté pour jouer le role de catalyseur de transfert de
phase. Dans ces conditions et en seulement 6 h, tout le réactif a été consommeé. Aprés
purification sur colonne chromatographique, le composé sulfonaté fortement hydrosoluble a
été obtenu avec un rendement de 99%. L’analyse HRMS-ESI en mode négatif a confirmé

I'obtention de la PNS, ainsi que les analyses RMN *H et *C.

En comparaison de la réaction de sulfonation de la PN décrite dans la littérature, cette méthode
permet d’obtenir une phénalénone sulfonatée avec un rendement global de 50% a partir de la

PN (contre 40%) et ce de maniére régiosélective.

11.4.1.5. Synthése de dérivés propargylés
Dans le cadre d’'une collaboration avec 'lRCER, une premiére phénalénone propargylée a été

développée par réaction entre la propargylamine et la PNCI en présence d’'une base (Figure

65).
\
Cl HN
o 0}
‘ Propargylamine ‘
K,CO3 _
ACN, H,0

48 h, 80 °C. PNPA

Figure 65. Synthése de la PNPA

La réaction est suivie par CCM, et apres 48 h de réaction, deux taches jaunes plus polaires
gue le réactif apparaissent. Ces deux taches correspondent aux dérivés mono- et disubstitué,
résultat inhérent a la réaction d’alkylation d’Hofmann. L'utilisation d’'un excés de

propargylamine a permis d’obtenir majoritairement le dérivé monosubstitué. Aprés purification
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sur plaques préparatives (éluant : CHCls/MeOH 95:5), le produit est obtenu sous la forme
d’'une huile jaune-orangée avec un rendement de 33%. La structure a été confirmée par
lanalyse RMN 3C dans le DMSO-ds, montrant I'apparition de deux signaux correspondant

aux carbones alcyniques résonnant a 82,9 ppm et 73,7 ppm.

Bien que l'objectif d’'une phénalénone propargylée ait été rempli, ce composé présente
certains inconvénients notables. Tout d’abord, il est synthétisé a partir de propargylamine,
propice a la double substitution. D’autre part, la réaction est longue (48 h) et le solvant est

porté a reflux (80 °C). Enfin, le produit obtenu est une huile difficile a manipuler.

Une nouvelle synthése a partir d’alcool propargylique a donc été envisagée pour résoudre ces

\\\
Cl o
0} (0]
‘ Alcool propargylique ‘
TBAI, NaOH
CH,Cly, H,0

24 h, ta.
PNCI PNP

différents problémes (Figure 66).

Figure 66. Synthése de la PNP

Cette réaction repose sur une catalyse par transfert de phase entre la phase aqueuse
contenant de la soude a 5 M et la phase organique contenant la PNCI (I'alcool propargylique
étant miscible aux deux solvants). L’iodure de tétrabutylammonium (TBAI) sert d’agent de
transfert des ions hydroxyles de la phase aqueuse vers la phase organique pour former et
stabiliser l'alcoolate de propargyle (Figure 67).
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Figure 67. Mécanisme réactionnel de la catalyse par transfert de phase

Aprés purification par colonne préparative de gel de silice (éluant: CH.CI,), le produit est
obtenu sous la forme d’une poudre jaune vif avec un rendement de 86%. L'utilisation de
chlorure ou d’hydroxyde de tétrabutylammonium n’a pas influencé le rendement, montrant que
le contre-ion n'a pas d’importance dans la réaction. De méme, I'utilisation de la PNBr en lieu
et place de la PNCI n’a pas permis d’améliorer le rendement, mais la cinétique de la réaction
a été grandement augmentée. Dans ce cas, la réaction conduite sous agitation modérée est

terminée en seulement 4 h.

A linstar de la PNPA, le spectre RMN *C de la PNP dans CDClI; indique la présence des
signaux correspondant aux carbones alcyniques qui résonnent a 58,4, 74,8 et 79,2 ppm.

L’analyse HRMS confirme la masse exacte du produit.

Cette nouvelle phénalénone propargylée présente I'avantage d’étre un solide a température
ambiante, d’étre synthétisée plus rapidement sans chauffage et d’avoir une fonction éther,

beaucoup moins réactive qu’une fonction amine.

11.4.1.6. Synthése d’un dérivé thiolé
Les thiols, analogues soufrés des alcools, sont des fonctions trés intéressantes en chimie
organique pour leur forte réactivité et leur polyvalence. Capables de se lier de maniéres

covalentes avec de nombreux métaux lourds (d’ou leur nom premier « mercaptans », de
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mercurius captans, « qui capte le mercure »), ils peuvent aussi servir d’'intermédiaire a la
synthése de thiosulfures et de nombreux dérivés oxydés (sulfoxydes, sulfones, etc.). lls sont
aussi impliqués dans certaines réactions de chimie click, comme la thiol-éne click, qui présente

'avantage de ne pas recourir a des catalyseurs métalliques (voir IV.2).

Afin de convertir la PNCI en son dérivé thiolé, un premier essai de réaction avec

I'hydrogénosulfure de sodium a été réalisé (Figure 68).

Cl S
94 O
NaSH NaSH
EtOH EtOH

5 min, t.a. 5 min, t.a.
PNCI PNSPN

O

Figure 68. Synthése de la PNSPN

Bien que le réactif soit consommeé trés rapidement, la purification aprés neutralisation du milieu
ne permet d’obtenir qu’'une faible quantité de produit. Il est probable que la conjugaison ait été
impactée, un seul produit de couleur jaune ayant été observé sur la CCM. L'analyse du spectre
RMN *H (CDCIs) du produit indique bien a priori la présence de sept protons aromatiques et
deux protons allyliques. Cependant, une analyse HRMS infirme cette premiére conclusion et
donne pour formule brute CzsH1502S, correspondant a un sulfure symétrique de phénalénone.
Ainsi, de fagon encore plus marquée qu’avec la potasse éthanolique (voir 11.4.1.3), la base
déprotone le thiol formé qui réagit alors facilement sur un autre équivalent de PNCI. Une
nouvelle tentative en augmentant le nombre d’équivalents de NaSH a donné un résultat

comparable.

Une autre voie de synthése a donc été expérimentée en faisant réagir le thioacétate de

potassium sur la PNCI (Figure 69).

(0]
Cl S
CY Y
CH5COSK
MeOH
4 h, ta., Ar.
PNCI PNSAc

Figure 69. Synthese de 1a PNSAc
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La réaction réalisée sous argon afin d’éviter I'hydrolyse du thioester est terminée en moins de
4 h. Aprés purification sur colonne préparative de gel de silice, le produit est obtenu avec un
rendement de 77%. L’analyse du spectre RMN *H indique la présence d’un singulet intégrant
pour 3 protons. En paralléle, I'analyse du spectre RMN *C confirme la présence de deux
nouveaux signaux dont le déplacement chimique est pour I'un fortement blindé (28,5 ppm), et
pour l'autre fortement déblindé (196,0 ppm), correspondant respectivement au méthyle et au

carbonyle de l'acétyle.

Ce thioester peut par la suite étre aisément hydrolysé pour former le thiol correspondant par

I'utilisation soit d’'un acide, soit comme ici d’une base dans le méthanol (Figure 70).%16
YO
S HS

K,COs4
MeOH

3h,ta., Ar
PNSAc PNSH

Figure 70. Synthése de la PNSH

La réaction est maintenue sous argon pour éviter 'oxydation du thiol, notamment en ponts
disulfures. Aprés reprotonation du thiolate par du HCI méthanolique dégazé et purification sur
colonne préparative de gel de silice, la phénalénone thiolée est obtenue avec un rendement
de 77%. Les spectres RMN H et 3C montrent des allures trés voisines de ceux obtenus avec
la PNSPN, mais le point de fusion est trés différent (94-96 °C contre 199-201 °C pour la
PNSPN), démontrant ainsi qu’il ne s’agit pas du sulfure de phénalénone. L’analyse HRMS

confirme quant & elle la formation du composé thiolé.
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11.4.1.7. Caractérisation des d
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Le Tableau 6 récapitule 'ensemble des caractérisations (température de fusion, RMN H et

13C, ESI*-HRMS) réalisées sur les d

et leurs précurseurs.
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[1.4.2. Réactions de Click

L’histoire des alcynes terminaux est étroitement liée a celle des métaux de transition. Ainsi, le
terme « propargyl » est issu de la contraction de propene et argentum, du fait de la capacité
de ces alcynes terminaux a réagir avec I'argent. Mais cette réactivité n’est pas limitée a ce
seul métal. En effet, I'alcyne terminal est aussi capable de former des complexes avec un
grand nombre de métaux (Ti, Co, Pt, W, etc.), et beaucoup de réactions le concernant font
intervenir un métal, comme la réduction en alcéne sur palladium, les couplages (Sonogashira,
Glaser, etc.) en présence de cuivre, et surtout la cycloaddition de Huisgen 1,3-dipolaire
catalysée par le cuivre (Copper(l)-catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition, CUAAC).

La CuAAC est peut-étre 'exemple le plus élégant de Click-Chemistry (chimie clic), un concept
développé au début des années 2000 pour regrouper un certain nombre de réaction a la
cinétique rapide, facile a mettre en ceuvre, économe en atome (donc avec de bons
rendements), ne générant que peu de sous-produits (idéalement inoffensifs), et dont le produit
peut étre isolé facilement sans méthode de purification lourde. Les réactions de thiol-ene,?!’
de Diels-Alder,?'® de substitution nucléophile sur des cycles contraints type époxydes ou
aziridine,?!® mais aussi plusieurs autres réactions impliqguant un alcyne tels que les réactions
de thiol-yne,??° de cycloaddition azoture-alcyne catalysée par d’autres métaux (rhuténium,?
iridium,?22 argent??®) ou encore de cycloaddition sydnone-alkyne catalysée par le cuivre??* sont

des exemples parmi d’autres de click-chemistry.

Dans la CuAAC, le sel métallique joue un role fondamental dans la cinétique et la sélectivité
de la réaction. En I'absence de cuivre (1), la réaction connue sous le nom de cycloaddition 1,3-
dipolaire de Huisgen est bien plus lente, requiert généralement un chauffage et aboutit a la
synthése de deux régiosiomeéres. Le sel de cuivre, en ce complexant a l'alcyne, permet
d’augmenter trés significativement la vitesse de réaction et surtout d’obtenir uniquement le

régioisomere 1,4-disubstitué (Figure 71).

A N/’N\N/ N/’N\N/
+ N3—R, —_— )_/ + \_:

N
[Cu] N* "N
R—— + N;—R, ————> _

R1

Figure 71. Cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen (en haut) et CUAAC (en bas)

L’hétérocycle formé est le 1,2,3-triazole, cycle aromatique stable ayant une certaine basicité.
Dans le cadre de la fonctionnalisation de la PN, la réaction de CuUAAC permet d’apporter de
nouveaux groupements par I'intermédiaire d’'un alcyne et d’un azoture, fonctions qui peuvent

étre facilement obtenues a partir par exemple d’'un groupement nucléophile. La CUAAC permet
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ici d’obtenir deux nouvelles fonctions : une fonction amine et une fonction acide carboxylique,

par I'intermédiaire respectivement d’'un carbamate et d’'un ester.

L’ensemble des caractérisations (T°, RMN H, RMN 3C, HRMS) de ce chapitre est résumé
dans la partie 11.4.2.3. La Figure 72 illustre les voies de synthése des 7 phénalénones

abordées dans ce chapitre.

PNN;~—" > PNCI

!

PN

PNBOC-A
PNNH,-A

PNNH,-B

PNNH,-C

PNCOOMe

k PNCOOH-A

PNCOOH-B

Figure 72. Résumé des voies de synthése des composés décrits dans le chapitre 11.4.2

[1.4.2.1. Synthése d’'une amine
La synthése de PN aminées a déja été décrite par Spath et al.,'%%1%1 ou deux stratégies
principales ont été étudiées. La premiére est la réaction par catalyse de transfert de phase
d’'un alcool portant une amine protégée sur la PNCI, dont les rendements — théoriques — vont
de 74 a 87% aprés déprotection. La seconde est la réaction de Gabriel entre le phtalimide de
potassium et la PNCI suivi de I'hydrolyse de lintermédiaire formé, avec un rendement —

théorique encore une fois — n’excédant pas 67%.

Si ces réactions présentent 'avantage d’étre réalisées a partir de la PNCI, de meilleurs
rendements peuvent étre obtenus par l'intermédiaire du dérivé azoturé (PNN3) par réaction de
CuAAC avec la propargylamine protégée par un groupement tert-butoxycarbonyle (BOC)
(Figure 73).
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0} 0}
‘ N-BOC-Propargylamine ‘
Cul, DIPEA, AcOH
CH,Cl,
PNN, 20 min, t.a. PNBOC-A

Figure 73. Synthése de la PNBOC-A

Les conditions les plus classiques de CUAAC consistent en la réaction du dérivé azoturé et de
l'alcyne en milieu aqueux en présente de sulfate de cuivre (Il) et d’ascorbate de sodium, ce
dernier jouant le réle de réducteur. Cependant, aucun des deux réactifs utilisés n’est soluble
dans l'eau, d’ou la nécessité de se placer en milieu organique. Le choix s’est ainsi porté sur
un autre systéme catalytique faisant intervenir du cuivre (l), un acide (AcOH) et une base
(DIPEA).

Le cycle catalytique est encore aujourd’hui trés discuté, et aucun consensus n’a été trouvé sur
la question. Aussi le mécanisme proposé (Figure 74) n'est qu'une des nombreuses
hypothéses possibles, mais présente I'avantage d’expliquer le réle de chacun des catalyseurs.
Ainsi, I'iodure de cuivre commence par se complexer avec le DIPEA (I), complexe qui forme
une liaison partielle avec I'alcyne afin de I'activer (II). Un autre complexe de cuivre peut alors
déprotoner cet alcyne pour former l'alcynure de cuivre correspondant (lll). L’azoture se
positionne par la suite de telle sorte que le cuivre forme une liaison faible avec le premier
atome d’azote, opposant donc nécessairement les substituants et forcant la stéréosélectivité
(IV). Enfin, le triazole se forme (VI) et la liaison C-Cu est protonée soit par le proton de I'acide

soit par le proton de I'alcyne pour libérer le produit et régénérer le catalyseur (VII).
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Figure 74. Cycle catalytique de la CuUAAC en milieu organique

Cette réaction est trés rapide (20 min) et permet d’aboutir 8 un rendement quasi-quantitatif.
L’analyse du spectre RMN 'H (CDCIs) de ce composé met en évidence la présence d’un signal
a 7,77 ppm sous la forme d’'un singulet qui intégre pour un proton, caractéristique du proton
du triazole. Un nouveau singulet est aussi observé a 1,42 ppm, intégrant quant a lui pour 9
protons, indiquant la présence du tertiobutyle du groupement BOC. La présence d’'un nouveau
carbonyle est par la suite confirmée par I'analyse du spectre RMN *C avec le signal a
155,8 ppm.

Ce carbamate peut étre rapidement hydrolysé en amine par I'action d’'un acide fort. Ainsi,

I'acide trifluoroacétique (TFA) dans le toluéne a été testé (Figure 75).

o ®
® 2 CF3COO@

CY CY
TFA .
Toluene
1h, t.a.

PNBOC-A PNNH3-A

Figure 75. Synthése de la PNNH2-A

66



La réaction, trés rapide la-aussi, permet de produire I'amine sous la forme du sel double du
TFA sans purification avec un rendement quantitatif. Le produit cristallise relativement
facilement et est obtenu sous la forme d’une poudre jaune trés soluble dans I'eau. L’analyse
du spectre RMN *H montre clairement la disparition du singulet correspondant au tertiobutyle,
et le spectre RMN 3C indique la présence d’'un quadruplet a 163,3 ppm et d'un autre
guadruplet d’intensité plus faible a 117,8 ppm montrant que le trifluoroacétate est bien le

contre-ion.

Cependant, la nature du contre-ion a été la source de probleémes pour les réactions d’amidation
(voir V.2). C’est pourquoi la source d’acide a été modifiée en vue d’obtenir un autre sel
d’ammonium. Un mélange acide chlorhydrique 37% dans le dioxane a ainsi été testé (Figure
76).

2Cl

94 94
HCI 37% ‘
Dioxane

2 h, ta.
PNBOC-A PNNH,-B

Figure 76. Synthése de la PNNH2-B

L’utilisation du dioxane est ici justifiée par sa capacité a solubiliser la PNBOC-A, et permet par
ailleurs d’obtenir un milieu réactionnel homogéne en présence de HCI 37%. Contrairement a
I'hydrolyse par le TFA, I'hydrolyse du carbamate par I'acide chlorhydrique permet d’obtenir une
huile visqueuse difficile a cristalliser. Plusieurs séquences de précipitation dans I'éther
diéthylique suivi de I'évaporation du solvant ont permis d’aboutir & une poudre jaune avec un
rendement quasi-quantitatif. Les spectres RMN *H et 3C présentent des signaux tout a fait
identiques a ceux de la PNNH-A, a la différence prés que sur le spectre RMN *C il n’y a pas

les signaux correspondant au TFA.

Bien que cette méthode soit tres efficace pour produire une amine, la présence du triazole aux
propriétés basiques et Iégerement nucléophiles peut poser des problemes de régiosélectivité
pour certaines réactions, comme par exemple I'alkylation d’Hofmann. C’est pourquoi un autre
type d’amine a été synthétisée, toujours a partir de l'azoture mais par une réaction de

Staudinger (Figure 77).
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(o) o)
2) HCI
THF, H,0

12h,70°C
PNN; PNNH,-C

Figure 77. Equation-bilan de la synthése de la PNNH2-C

Apres une étape de purification sur colonne préparative de gel de silice (éluant : CHCIls/MeOH
98:2 puis 95:5) puis d’acidification du produit pour former le sel d’HCI correspondant, le produit
est obtenu sous la forme d’une poudre jaune avec un excellent rendement de 93%. Ce résultat
est a comparer avec le rendement théorique décrit dans la littérature pour le méme composé
(67%),1%! synthétisé a partir de la PNCI avec le réactif de Gabriel (phtalimidure de potassium).
La synthése a partir de I'azoture est donc clairement plus avantageuse que par la voie
précédemment décrite. L’analyse HRMS confirme sans ambiguité la formule de lion

moléculaire comme étant C14H12NO*.

[1.4.2.2. Synthése d’un acide
Afin d’apporter une fonction acide sur la phénalénone, une premiére tentative de synthése a
été réalisée avec I'acide propiolique. Cependant, les conditions opératoires décrites de CUAAC
catalysée par I'acide acétique (voir 11.4.2.1) ne pouvaient pas convenir pour cette réaction, le
réactif étant lui aussi acide. La réaction a donc été réalisée dans un mélange d’eau et de

méthanol en présence de sulfate de cuivre (Il) et d’'ascorbate de sodium (Figure 78).

‘ o HOOC—= ‘ o
Ascorbate de Na
CuS0,5H,0 '\/ﬁ
MeOH/H,0 Ak

48 h, t.a.
PNN; PNCOOH-B

Figure 78. Synthése de la PNCOOH-B

Malgré les multiples essais en faisant notamment varier le nombre d’équivalents de
catalyseurs et la température de réaction, aucun produit n'a pu étre isolé. Ceci peut
éventuellement s’expliquer soit par I'effet mésomere attracteur de la fonction acide sur I'alcyne,
soit par un effet électronique de la fonction acide sur les ions Cu (I), nuisant dans tous les cas
a la complexation du cuivre et donc a la catalyse de la réaction. Un essai de réaction avec une

chaine carbonée plus longue a donc été réalisé (Figure 79).
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HOOC*\)\
o} % e}
Ascorbate de Na
CuS04.5H,0 _
MeOH/H,0

48 h, t.a.
PNN; PNCOOH-A

Figure 79. Synthése de la PNCOOH-A

En suivant les mémes conditions que précédemment, un produit polaire est observé sur CCM.
Aprés purification lente sur plaques préparatives, une poudre jaune est obtenue avec un
rendement de 58%.

Bien que le squelette carboné ait été caractérisé par RMN H et *C, ou le signal du proton du
triazole (7,86 ppm) et le signal du carbone de la fonction acide (175,1 ppm) ont montré sans
ambiguité que le produit a été formé, une incertitude demeure quant a sa forme ionique et les
contre-ions associés a la molécule, et donc sur la masse molaire du composé et par extension
le rendement exact de la synthése, calculé ici sur la masse molaire sans sels. Le composé
est trés certainement sous la forme d’un zwitterion, le triazole captant le proton de I'acide pour
former un triazolium et un carboxylate. Si le triazolium n’est pas couplé a I'ascorbate (aucun
signal RMN correspondant), il pourrait tout a fait étre couplé soit & un sulfate soit a un
carboxylate. De méme, le carboxylate pourrait étre couplé a un cation Na* ou a un triazolium.

Une analyse centésimale pour doser la quantité de soufre pourrait lever toute ambiguité.

La PNCOOH-A présente une assez faible solubilité dans la plupart des solvants, et sa
synthése n’offre pas un rendement optimal, ce qui limite son utilisation en tant qu’intermédiaire
réactionnel. Une autre voie de synthése a donc été envisagée, faisant intervenir cette fois-ci
le propiolate de méthyle a la place de I'acide propiolique afin de pouvoir travailler dans les

conditions décrites préecédemment avec PNBOC-A (Figure 80).

—0 N=

=N
N, )
0
o 0
‘ ==—COOMe ‘
Cul, DIPEA, AcOH
(LD e U

90 min, ta.
PNN; min, .8 PNCOOMe

Figure 80. Synthése de la PNCOOMe

Contrairement & la réaction avec l'acide, la synthése avec l'ester conduit a un rendement
guasi-quantitatif, suggérant par la méme occasion que I'acide a bien un effet électronique sur

les ions cuivreux, probablement par complexation/piégeage. L'analyse du spectre RMN *H du
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produit montre la présence d’un singulet a 8,41 ppm correspondant au proton du triazole. Le
déplacement chimique d’une valeur beaucoup plus élevée que pour la PNBOC-A est di a

I'effet mésomere attracteur de la fonction ester.

Cet ester méthylique est en général facilement saponifi€é pour donner le carboxylate

correspondant (Figure 81).

‘ O ‘ O
NaOH 5 M HCI 37%
- —_——
MeOH Dioxane
1h,ta. 4h,70 °C
PNCOOH-B PNCOOMe PNCOOH-B

Figure 81. Synthése de la PNCOOH-B

Néanmoins, la réaction en présence de soude n’a pas permis d’isoler le produit attendu. La
réaction suivie par CCM indique pourtant la disparition compléte du réactif. Ceci pourrait
s’expliquer par I'action préférentielle de la soude comme agent de substitution du triazole, du

fait de I'effet mésomeére attracteur du groupement ester (Figure 82).

o) N=N 0’7 N=N Nao/Z N
| NaOH \ NaOH — | H,O 1
’(}—’Q\/ " W CH-OH Na(?—T/Q\/\N/W/\ ' >,\/<¢f> ; Na >’§\/ N

PN

Figure 82. Mécanisme possible de dégradation de la PNCOOMe par la soude

Bien qu’aucun produit n’ait pu étre récupéré pour étayer cette hypothése, un probléme similaire
sera discuté ultérieurement, fournissant des indices supplémentaires en faveur de ce

mécanisme (voir VI1.2.2.3).

La réaction de saponification ayant échoué a donner le produit attendu, I'hydrolyse acide de
la PNCOOMe a été testée. Aprés 4 h de réaction, le produit est obtenu avec un rendement
guasi-quantitatif sans purification. L’ambiguité quant au contre-ion est ici levée du fait de

I'utilisation exclusive d’HCI et de I'absence de zwitterion.

Le spectre RMN H montre la disparition du singulet a 3,93 ppm correspondant aux protons
méthyliques et I'apparition d’un singulet tres élargi a 13,06 ppm attribuable au proton de I'acide
carboxylique, tandis que la HRMS affiche un ion monoisotopique de masse inférieure de m/z

14 au réactif de départ, confirmant la déméthylation.
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I1.5. Caractérisations physico-chimiques des PN fonctionnalisées

Parmi les différentes fonctionnalisations réalisées, 15 dérivés ont été sélectionnés en vue
d’évaluer leur absorbance, leur fluorescence et leur potentiel de génération d’oxygéne singulet
comparé a la phénalénone libre. Deux halogénes (chlore et brome), deux amines (avec ou
sans triazole), deux acides (avec ou sans chaine alkyle), deux éthers dont un propargylé, trois
dérivées soufrés et un alcool ont été testés afin de déterminer si les différentes
fonctionnalisations influencent I'absorbance, la fluorescence et le rendement en oxygéne

singulet.

[1.5.1. UV
Les composés testés présentent une absorbance dans CHCI; tout a fait similaire a celle
observée pour la phénalénone libre, avec des bandes caractéristiques a 254 nm, 319 nm,
361 nm et 390 nm. La PNNH2-B et la PNNH2-C dévient clairement du spectre moyen, ce qui
pourrait étre attribué a une difficulté a contréler la concentration dans CHCI; du fait de leur
faible solubilité dans ce solvant. Un phénomeéne d’agrégation pourrait aussi expliquer
I'absorbance particuliére de la PNNH.-C dans CHCls. La similitude dans les spectres UV-vis
des différentes phénalénones indique que la conjugaison n’est pas impactée par les

différentes fonctions (Figure 83).

0,45

eeeece PN PNCI PNN3 PNBOC
PNNH2-B PNOH PNCOOMe PNCOOH-B
PNCOOH-A PNOMe PNP PNBr
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PNNH2-C PNSAc

0,25
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0,05

0,00
240 290 340 390 490
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Figure 83. Spectres UV-vis de 15 dérivés de phénalénone comparés a la PN
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[1.5.2. Fluorescence
Malgré une excitation & 360 nm, les spectres d’émission des dérivés de PN sont trés peu
intenses, avec des rendements quantiques inférieurs a 1% de celui du sulfate de quinine,
composeé de référence aux spectres d’excitation et d’émission voisins de la PN. De méme, le
temps de vie de cette fluorescence est trés court, de 'ordre de 5 ns, contre 20 ns pour le
sulfate de quinine (Figure 84).22> Cette trés faible fluorescence peut s’expliquer par une
conversion de I'énergie absorbée en une autre forme, comme une désexcitation non-radiative
ou une conversion intersysteme. Cette trés faible fluorescence constitue ainsi un indice de

I'efficacité des photosensibilisateurs synthétisés.

Temps de vie de la

Compose fluorescence (ns) O
PN 5,7 <0.01
PNCI 1,2 <0.01
PNBr 5,7 <0.01
PNN3s 1,2 <0.01
PNOMe 6,2 <0.01
PNOH 2,6 <0.01
PNP 2,0 <0.01
PNCOOH-A 4,7 <0.01
PNCOOMe 5,9 <0.01
PNCOOH-B 3,9 <0.01
PNBOC 2,6 <0.01
PNNH2-B 0,6 <0.01
PNNH,-C 3,7 <0.01
PNSACc 5,8 <0.01
PNSH 5,6 <0.01
PNSCN 5,6 <0.01

Figure 84. Temps de vie et rendement quantique de la fluorescence de 15 dérivés de PN dans CHCl3

[1.5.3. Oxygene singulet
Parmi les phénalénones testées, la plupart des fonctions ne semble pas impacter le rendement
en oxygene singulet. Par ailleurs, le temps de vie de 'oxygéne singulet est constant quel que
soit le composé. Cependant, les composés soufrés (PNSCN, PNSAc, PNSH) présentent une
nette baisse apparente de la production en oxygéne singulet (Figure 85). Cela est
probablement d( a la propension du soufre a étre oxydé par I'oxygéne singulet produit, ce qui
diminue la quantité observable de celui-ci.??® La détermination du rendement d’oxygéne
singulet de la PNS, composé dont le soufre est complétement oxydé, ou un temps d’irradiation
plus long pour oxyder le soufre, pourraient permettre de lever le doute sur la production réelle

d’oxygéne singulet de ces dérivés soufrés.
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Composé Temps de vie de I''0; (us) (O

PN 199 0,98
PNCI 201 1,04
PNBr 174 0,71
PNN3 203 0,81

PNOMe 205 0,79
PNOH 205 0,93
PNP 197 1,00
PNCOOH-A 201 1,11
PNCOOMe 189 1,14
PNCOOH-B 201 1,30
PNBOC 203 1,07
PNNH2-B 198 1,11
PNNH,-C 189 1,07
PNSAc 202 0,23
PNSH 204 0,13
PNSCN 213 0,36

Figure 85. Temps de vie et rendement quantique en oxygene singulet de 15 dérivés de PN dans
CHCI3

Faute de pouvoir faire les mesures d'oxygéne singulet sur I'ensemble des composés
synthétisés au cours de cette thése, un test de paillasse permet de mettre en évidence
qualitativement la production d’'oxygéne singulet. L'ergostérol, un stérol retrouvé chez les
champignons (dont I'ergot du seigle), est un composé particulierement sensible a 'oxygéne
singulet et capable de former en sa présence un endopéroxyde stable.??” L'ergostérol et son
endopéroxyde peuvent tous deux étre suivis par CCM, RMN ou HPLC-MS. En mettant en
solution I'ergostérol et le photosensibilisateur sous irradiation lumineuse, il est possible de
suivre la photodégradation de I'ergostérol en comparant avec la méme solution a I'obscurité
ainsi qu’avec un photosensibilisateur de référence. Ces informations suffisent pour déterminer
si la phénalénone synthétisée produit de I'oxygéne singulet. Pour la suite de cette these,
'ensemble des dérivés synthétisés ont montré un rendement en oxygéne singulet similaire a
la PNCI.

11.6. Publication

Les résultats de ce chapitre ont été valorisés au travers de la publication suivante :

Godard, J. ; Brégier, F. ; Arnoux, P. ; Myrzakhmetov, B. ; Champavier, Y. ; Frochot, C. ; Sol V.

New phenalenone derivatives: synthesis and evaluation of their singlet oxygen
guantum yield. ACS Omega (2020), xxxx-xxxx. DOI : 10.1021/acsomega.0c04172

Cet article est consultable en annexe.
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Chapitre IV. Fonctionnalisation de matériaux par la phénalénone

IV.1. Introduction

Les photosensibilisateurs présentent I'avantage de pouvoir produire en quantité importante
des ROS et peuvent étre utilisés dans un grand nombre d’applications. Ainsi, un des
développements envisagés consiste a élaborer des matériaux, supports ou surfaces
comportant des photosensibilisateurs. Dans cet objectif, un trés large choix de matériaux ont
déja permis de supporter des photosensibilisateurs, comme de nombreux polymeres a base
de silicone??® ou de plastiques (nylon,??° polyuréthanes,?® etc.), des polyméres naturels
(cellulose,?® chitosan,?*? etc.), des matériaux siliceux (silice,?? verre,?** etc.) ou des oxydes
métalliques.?®? Les photosensibilisateurs y sont greffés de maniére trés variée, comme par
exemple par interactions électrostatiques,?® adsorption,?® encapsulation?®” ou couplage
covalent.>2238 Cette derniére présente I'avantage majeur de limiter fortement tout risque de

« lavage » du matériau et donc de dispersion du photosensibilisateur.

La formation d’'une liaison covalente entre le photosensibilisateur et le support peut étre
réalisée soit par couplage direct entre les deux, soit par I'utilisation d’'un linker permettant de
modifier la surface du matériau en y fixant une fonction réactive. Le linker possede
généralement deux fonctions réactives : 'une capable de réagir avec le matériau, I'autre avec
la molécule a fixer. Une large variété de linkers peut étre utilisée, dépendant de la nature du
matériau et de la fonction réactive du photosensibilisateur. Des fonctions trés réactives,
comme les isocyanates,?* les anhydrides d’acides,?*° les aziridines?*! ou les époxydes,?*? sont
souvent privilégiées pour les réactions sur des fonctions hydroxyles ou acides carboxyliques,
régulierement présentes a la surface des matériaux organiques. Malheureusement, ces
fonctions manquent parfois de réactivité pour certains types de matériaux inorganigues trés
peu réactifs comme la silice ou les métaux. Les organosilanes constituent alors une option de
choix du fait de leur réactivité importante, de leur colt modéré, de leur faible impact
environnemental et de leur diversité structurelle. Cette famille de linkers est constituée d'un
atome de silicium (V) substitué par une ou plusieurs chaines carbonées portant ou non un
second groupe fonctionnel et par un ou plusieurs groupements facilement hydrolysables

pouvant étre des groupements chloro-, acétoxy- ou alcoxy- (Figure 86).

R1 R1 R1 R1
(P: (P; (P: (P; R4 = NH,, SH, NCO,
Si< _Si< Sj _Si< epoxy, vinyl, alkyl
ci-S\~Cl H,COCO~ ") ~OCOCH; S~ R,0” X\ "OR, R, = CHg, CH,CH,
cl OCOCH,4 OR, OR,
Trichlorosilane Triacétoxysilane Monoalcoxysilane Trialcoxysilane

Figure 86. Structures générales d'organosilanes

Récemment, la phénalénone a été greffée de maniere covalente sur de la silice mésoporeuse

a l'aide de dérivés de triéthoxysilane.'?”14° Cependant, le synthon de départ est constitué d’'une
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phénalénone aminée n’assurant pas une conservation optimale de la production d’oxygéne
singulet. Par ailleurs, la phénalénone est d’abord couplée a 'organosilane avant d’étre greffée
au matériau, ce qui, de par la sensibilité de I'éther de silyle vis-a-vis de I'eau, constitue une
limitation pour obtenir un composé pur, stable dans le temps et utilisable sans excés de

phénalénone.

Cette stratégie de greffage a donc été adaptée en tentant de résoudre ces problémes. Les
matériaux ont dans un premier temps été fonctionnalisés a I'aide de trialcoxysilanes avant d’'y
greffer les phénalénones fonctionnalisées adaptées. De nouveaux matériaux photosensibles

de nature lignocellulosique (bois, papier) et siliceuse (verre, sable) ont ainsi pu étre obtenus.
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IV.2. Greffage sur des matériaux lignocellulosiques

Le bois est un matériau lignocellulosique biosourcé extrémement abondant. Formé d’un
enchevétrement de cellulose, lignines et hémicelluloses, il constitue une matiére de choix pour
des domaines aussi variés que la construction, la fabrication d’objets ou le chauffage. La filiere
bois frangaise représente aujourd’hui plus de 500 000 empilois directs ou indirects, démontrant
son importance sociale et économique. Bon marché, facile a travailler, solide, c’est un matériau
présentant d'innombrables atouts. Cependant, un de ses avantages, son origine naturelle, en
fait aussi un de ses principaux inconvénients. Sa propension a capter 'humidité et sa
constitution organique en font un support pour de nombreux organismes, qui utilisent le bois
comme source d’alimentation. Les champignons, en particulier, sont connus pour étre une des

causes principales de la putréfaction du bois.

Les méthodes de protection du bois sont trés nombreuses. Les traitements par I'huile de lin,
des sels métalliques toxiques ou des dérivés pétroliers constituent des méthodes
classiguement utilisées a grande échelle. L'équipe Sylvalim (Peirene) travaille actuellement
sur le traitement du bois pour améliorer ses propriétés de résistance aux attaques
environnementales. Ainsi, des biphosphonates, réputés pour étre des agents ignifugeants, ont
été greffés pour jouer le rdle de retardateur de flamme, ainsi que des chaines grasses pour
augmenter I'hydrophobicité de surface. Un troisiéeme objectif consiste a fixer un agent
antifongique pour protéger le bois contre la putréfaction. La phénalénone, en plus d’étre un
phototosensibilisateur  performant, a montré des propriétés photoantifongiques

intéressantes,®>1%7 d’'oli I'idée de la greffer sur le bois.

IV.2.1. Introduction, stratégie de synthéese
Plusieurs méthodes de greffages ont été envisagées pour fixer les différents composés sur le
bois, parmi lesquelles on retrouve la thiol-ol click, mais qui est encore mal maitrisée! ou la
CUuAAC, mais qui est déja une stratégie largement décrite pour le greffage sur les matériaux
lignocellulosiques.?®! Dans le cadre de ce travail, un autre stratégie a été choisie : la thiol-ene
click, permettant de faire réagir des groupements thiols fixés sur le bois avec des alcenes
portant un biphosphonate, une chaine grasse ou, dans notre cas, la phénalénone. Cette
méthode présente I'avantage d’étre utilisable avec un large spectre d’alcénes?*® et s’intégre
bien dans le concept de « Chimie Click » vu précédemment. La cinétique est le rendement de
cette réaction dépendent de plusieurs parametres dont la nature du groupement
électroattracteur lié a la liaison C=C. Parmi les groupements vinyles couramment utilisés dans
les réactions d'addition de thiol-Michael, le maléimide est connu depuis longtemps pour étre

I'un des plus efficace.?*®
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D’une part, le bois est donc fonctionnalisé avec des fonctions thiols par l'intermédiaire d’un
alcoxysilane thiolé, puis une PN portant un maléimide est greffée par thiol-éne click. Ce
greffage est parallélement réalisé sur du papier. En effet, pour réaliser les analyses
préliminaires, le papier posséde une composition chimique plus simple que le bois, mais est

aussi plus adapté aux appareillages que les blocs de bois.

IV.2.2. Greffage sur du bois et du papier
L’ensemble des caractérisations (T°, RMN *H, RMN *C, HRMS) de ce chapitre est résumé
dans la partie IV.2.2.2. La Figure 87 illustre les voies de synthése des 7 phénalénones
abordées dans ce chapitre.

PNNs~—"_ > PNCI

PNBOC-A

PNNHZ-B)
/ PNNH,-C

PNMal-A  PNMal-B

PN

Figure 87. Résumé des voies de synthése des composés décrits dans le chapitre II1.2

IV.2.2.1. Synthése de la PN maléimide
Le maléimide est un groupement fonctionnel couramment utilisé pour sa capacité a
polymériser comme pour ses propriétés d’alcéne activé. De fait, plusieurs composés
commerciaux constituent des building-blocks abordables et faciles d’utilisation. L’'un d’eux,
l'acide 6-maléimidohexanoique (AMH) peut étre utilisé facilement dans des réactions
d’estérification ou d’amidation. Qui plus est, son bras espaceur est un avantage pour la thiol-
ene click (alors nommée click thiol-maléimide ou addition de Michael thiol-éne), car il limite

'encombrement stérique a proximité du maléimide.

Etant donné que les PN aminées sont obtenues avec d’excellents rendements, c’est tout
naturellement que la stratégie de synthése s’est orientée vers une réaction de couplage

peptidique. Le premier couplage a été réalisé entre 'AMH et la PNNH.-B (Figure 88).
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PNNH,-B PNMal-A

Figure 88. Synthése de la PNMal-A

Une premiére étape de réaction de 'AMH avec le N-hydroxysuccinimide (NHS) en présence
de dicyclohexylcarbodiimide (DCC) dans le DMF est requise afin d’activer la fonction acide,
sous atmosphére inerte. La diyclohexylurée (DCU) formée précipite et peut aisément étre
éliminée par filtration. Une fois I'ester activé (ANMH-NHS) formé et isolé par évaporation du
solvant, celui-ci peut réagir avec I'amine libre pour former I'amide correspondant. Aprés
purification par colonne chromatographique, le produit est obtenu sous la forme d’une poudre
jaune avec un rendement de 49%. L’analyse du spectre RMN !H révele la présence d’un
singulet a 6,66 ppm correspondant aux deux protons équivalents du maléimide, tandis que le
spectre RMN *3C indique deux nouveaux pics caractéristiques des carbones d’amides autour

de 170 ppm : celui formé pendant le couplage peptidique et ceux, équivalents, du maléimide.

L’utilisation de la PNNH;-C a permis de drastiquement simplifier la structure de la PNMal en
supprimant le triazole, réduisant de fait les risques de dégradations. Cette PNMal-B a été

obtenue dans des conditions similaires a précédemment (Figure 89).

(0]
S) H
H3N® Cl N
N/\W
(0] \ (0] (0]
@ ° @
ANMH-NHS Et;N
DMF an.
28 h, t.a., Ar.
PNNH,-C PNMal-B

Figure 89. Synthése de la PNMal-B

Le DIPEA a été ici remplacé par la triéthylamine, et 'évaporation du DMF a été supprimée, ce
qui a pu influencer favorablement la réaction. Le rendement de synthése s’en est vu nettement
amélioré, passant de 49% a 91%. L’analyse HRMS confirme I'obtention d’'une molécule de
masse identique a celle de la PNMal-B. L’analyse du spectre RMN !H aprés une seconde
purification indique la présence des protons du maléimide a 6,64 ppm ainsi que de la chaine
aliphatique entre 3,48 et 1,27 ppm, sans détecter d'impureté particuliere, permettant donc de

valider ce protocole.
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IV.2.2.3. Fonctionnalisation du bois et du papier par le trialcoxysilane
Deux essences de bois ont été sélectionnées. Une essence d’angiosperme (communément
appelés feuillus), le hétre, et une essence de gymnosperme (ou plus familierement résineux),
le pin, ont été choisies car représentatives des caractéristiques de chacune des grandes
familles de bois. Les angiospermes produisent un bois plus dense et dur en raison d’'une forte
structuration (bois hétéroxylé), et les gymnospermes forment plutdt un bois constitué de larges
vaisseaux, plus léger (bois homoxylé). Les métabolites secondaires contenus dans chacune
des familles sont aussi trés variables, conduisant & des réponses différentes aux attaques

fongiques, d’ou la nécessité de tester ces deux familles.
Le papier, constitué essentiellement de cellulose, est soumis aux mémes réactions que le bois.

La fonctionnalisation du bois est réalisée a l'aide d’'un silane fonctionnalisé avec un
groupement thiol, le 3-(mercaptopropyl)triéthoxysilane. L'organosilane est dans un premier
temps hydrolysé et solubilisé dans une eau acidifiée. Dans ces conditions, le silane hydrolysé

commence a se condenser en oligoméres (Figure 90).

HS

T 1

EtOH

Figure 90. Hydrolyse du silane en milieu aqueux acide

Le bois, constitué de polymeres riches en fonctions hydroxyles, et par la suite plongé dans la
solution de silane. Des interactions hydrogénes entre le bois et les oligoméres de silane
permettent alors une adhérence de ces derniers. Une étape de déshydratation a I'étuve
(90 °C) est nécessaire afin de former les liaisons covalentes entre le silane et le bois (Figure
91).

HS
HS
HO (0] (0] OH
O, O
H H H H H H A HO O (0] OH
O
\ \ \ / / /

Figure 91. Condensation des oligomeéres de silane a la surface du bois

Aprés lavage a I'eau et a I'éthanol, le bois et le papier obtenus présentent une hydrophobicité

plus importante que les matériaux nus, confirmant que le silane recouvre la surface.
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IV.2.2.4. Greffage de la PNMal-B sur le bois

Le greffage est réalisé par couplage radicalaire entre la PNMal et les matériaux
lignocellulosiques thiolés en présence d’AIBN, un initiateur de radicaux (Figure 92).

HN (0]
? H
N
Nw O
\ 5 Lo 0 ()
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I . — AN I

THF
4h,65°C

Les premiers essais de greffage, réalisés sans protection particuliére a la lumiéere, ont donné
des résultats trés insatisfaisants. Visuellement, les matériaux ne présentaient qu’une trés
faible coloration jaune. Comme les résultats de la production d’oxygéne singulet I'ont
précédemment montré (voir 11.5.3), la fonction thiol a tendance a étre oxydée par I'oxygéne
singulet produit. Ainsi, a la lumiére, la PNMal entraine probablement I'oxydation des thiols
avant méme de pouvoir réagir avec eux. La réaction est donc protégée de la lumiére avec de

I'aluminium, et aprés 4 h a I'obscurité, le bois et le papier présentent une teinte jaune marquée

7 . . .
/
/ : P

comme indiqué Figure 93.

Av. Ap.

2—"“'\

Figure 93. Aspect du bois et du papier avant et apres greffage de la PNMal

Les multiples lavages au THF puis a I'éthanol n’ont pas permis de décrocher la phénalénone,
et le filtrat aprés lavage est complétement incolore, ce qui indique que la PNMal a trés
probablement réagi avec les fonctions thiols. En revanche, il a été impossible de calculer un
rendement massique, la masse finale étant trés légerement inférieure a la masse aprés
fonctionnalisation. Ceci peut s’expliquer par un léger décrochage du silane, qui forme

probablement plusieurs couches a la surface du bois ou du papier.
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Le spectre DRUV-visible du papier avant et aprés fixation de la PNMal montre une trés nette
différence d’absorbance (Figure 94). Avec le papier seul comme référence, le papier thiolé ne
montre aucune absorbance significative. Au contraire, le spectre du papier greffé avec la
PNMal montre une trés forte absorbance, et sur lequel il est possible de distinguer la bande

caractéristique de la PN a 365 nm. Le spectre absorbance de la PN greffée est étendu vers le

rouge de plus de 50 nm.

1,2
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Papier SH
0,8 P
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c Papier PN
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Figure 94. Spectres DRUV du papier thiolé et du papier-PN, et spectre UV de la PN dans 1'éthanol

La comparaison des spectres infra-rouge du papier avant et aprés fixation de la PNMal permet
de mettre en évidence la présence d’une nouvelle bande a 1695 cm™ caractéristique des
carbonyles du maléimide, et une augmentation significative de la bande a 1640 cm™ attribuée
au carbonyle de la phénalénone (Figure 95). Ces bandes, si elles ne prouvent pas avec

certitude le greffage covalent, indiquent la présence de la PNMal a la surface du matériau.
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Figure 95. Spectres infrarouges du papier thiolé et du papier-PN

La couleur du matériau, la résistance aux lavages et I'analyse infrarouge fournissent plusieurs
indices montrant que la PNMal est bien greffée sur le bois, mais de plus amples analyses sont
nécessaires pour prouver le couplage covalent. Par ailleurs, la PNMal ayant été mise en large
exces, la quantité récupérée était trop proche de la quantité de départ pour pouvoir calculer

un rendement de greffage.

IV.2.3. Essais préliminaires d’activité antifongique du bois
Trois lots d’échantillons ont été envoyés a l'lnstitut Technologique Forét Cellulose Bois-
construction Ameublement (FCBA) pour des tests de résistance aux champignons en
condition contr6lée, avec comparaison des deux essences de bois, avant et apres greffage, a
la lumiére et a I'obscurité. Du retard ayant été pris dans I'étude, les résultats sont attendus

seulement pour la fin de 'année 2020.
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IV.3. Greffage sur des matériaux siliceux (verre et sable)

IV.3.1. Introduction
La pollution des eaux est un probléme impactant tous les biotopes a travers le monde, mais
également I'eau a destination de la consommation humaine. La persistance et 'accumulation
des produits pharmaceutiques rejetés dans les eaux usées aussi bien que les produits
agrochimiques répandus dans les cultures comptent parmi les causes de cette pollution.
Souvent, les stations d’épuration n’ont pas la capacité de traiter ces effluents particuliers, et

d’'importantes recherches sont mises en ceuvre pour résoudre ce probléme.

Les traitements par oxydation a 'ozone ou avec des oxydants chimiques (oxydation de Fenton
par exemple) peuvent étre utilisés a grande échelle, mais requiérent un apport constant de
réactifs. La photodépollution a I'aide de photosensibilisateur apparait ainsi étre une alternative
particulierement intéressante, car ils peuvent produire I'oxydant (ROS) in situ. Le dioxyde de
titane (TiO>) est le photocatalyseur le plus utilisé actuellement, et s’est montré trés prometteur
contre une large gamme de polluants persistant.?** En revanche, il n’est activable que par
irradiation UV, qui ne représente que 5% du spectre lumineux. Les photosensibilisateurs
organiques constituent une option intéressante du fait de leur absorption bien plus large,
variant de 'UV a I'IR. Leur absorbance peut étre largement modulée en variant la nature du
photosensibilisateur, le type de fontionnalisation, et ces PS peuvent étre libres ou supportés.
Les composes tétrapyrroliques sont trés étudiés pour le traitement de I'eau, et ont montré des
résultats probants sur de nombreux polluants persistants.5224° La limite de ces composés est

leur synthése parfois complexe, ce qui limite leur usage a large échelle.

Comme vu précédemment, la phénalénone a déja démontré sa capacité a photodégrader
plusieurs polluants organiques, que ce soit a I'état libre ou supportée. Cependant, la
phénalénone n’a encore jamais été greffée de maniére covalente sur un support pour cette

application, ce qui apparait indispensable pour éviter son lessivage lors de I'utilisation.

Dans le cadre d’'une collaboration au sein du laboratoire avec le Pr. Michel BAUDU et le Dr.
Maya AIMEUR, la synthése et I'évaluation d’'un nouveau matériau photosensibilisateur ont été
entreprises afin de réaliser la photodépollution des eaux dans un réacteur en lit fluidisé. Ce
type de réacteur, constitué essentiellement d’'une colonne reliée a un systeme ouvert ou fermé
de circulation de l'eau, est chargé d’'un matériau (poudre, grains, billes) qui est mis en
suspension par un flux d’eau continu venant du bas (Figure 96). Du débit et de la nature du
matériau dépend la hauteur a laquelle ce dernier sera mis en suspension, et donc de
'espacement entre les grains le composant et de la stabilité du lit. Cette technique permet de
faire s’écouler une eau contaminée dans un matériau permettant sa dépollution tout en évitant

le rejet de ce matériau dans la nature et en profitant au maximum de sa surface disponible.
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Figure 96. Schéma d'un réacteur en lit fluidisé pour la photodépollution de 'eau
Plusieurs critéres doivent étre respectés pour qu’'un matériau soit utilisable en lit fluidisé. Le
support choisi doit avoir une densité élevée pour ne pas étre entrainé avec I'eau vers la vanne
d’évacuation, éliminant d’office la majorité des supports organiques, comme le bois, les
résines ou les plastiques. Il doit aussi avoir une granulométrie ni trop fine pour ne pas former
un gel, ni trop importante pour pouvoir étre mis en suspension dans le réacteur et pour avoir
la plus grande surface active possible. Enfin, il doit étre chimiquement le plus inerte possible

pour éviter toute interaction avec I'eau a dépolluer.

Les matériaux siliceux tels que le quartz, le verre ou le sable présentent tous les avantages
du support idéal. En outre, ils sont disponibles en abondance, ont une bonne résistance
mécanique et la granulométrie peut étre modulée a volonté. L’inconvénient est que les
fonctions de surface de ces matériaux siliceux, appelées silanols, possédent une faible
réactivité, et doivent en général étre fonctionnalisés pour y greffer des composés de maniére
covalente. Il n’existe que peu de méthodes pour fonctionnaliser le verre, mais elles permettent
en général d’obtenir des résultats tres satisfaisants. Une des méthodes consiste a faire réagir
le 1,2-époxydéc-9-ene sur les fonctions silanol, conduisant a la formation de fonctions éther.
L’époxyde peut par la suite réagir avec une variété de nucléophiles, dont I'azoture de
sodium.?*® Les titanates d’alkyle peuvent eux-aussi étre utilisés comme agent de
fonctionnalisation des matériaux silicieux.?*” La fonctionnalisation par les trialcoxysilanes reste
néanmoins la méthode de prédilection pour le greffage sur le verre. En revanche, trés peu de
littérature évoque la fonctionnalisation du sable, la plupart utilisant aussi les
trialcoxysilanes.?*¢24% De plus, a notre connaissance, aucun photosensibilisateur n’a jamais

été greffé de maniere covalente sur le sable.
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Le verre et le sable ont donc dans un premier temps été fonctionnalisés avec différents
trialcoxysilanes, puis plusieurs dérivés de phénalénone ont été greffés selon des réactions de

substitution ou de chimie click.

IV.3.2. Fonctionnalisation du verre et du sable
Toute tentative de fonctionnalisation du verre est systématiquement précédée d’'une étape
d’activation de la surface. Cette étape d’activation est essentielle car la surface du verre ne
possede pas ou peu de fonctions réactives, expliquant le fait qu’il soit inerte vis-a-vis de la

plupart des réactifs.

De nombreuses méthodes ont été décrites afin d’activer la surface du verre. L’activation par
une solution de soude concentrée est une des méthodes les plus couramment utilisées pour
apporter des fonctions silanols a la surface du verre.?°°-2%3 Mais I'activation en milieu acide
reste la plus utilisée. Une solution alcoolique d’acide chlorhydrique semble étre efficace pour

former les fonctions silanols,?*62%* tout comme I'acide de Caro.2%5-257

L’'acide de Caro, ou acide persulfurique, est obtenu par un mélange d’acide sulfurique
concentré et de peroxyde d’hydrogéne 70% en proportions variables selon l'utilisation. Cet
acide fort, au pKa voisin de celui de I'acide sulfurique, posséde un pouvoir oxydant trés éleve,
et est couramment utilisé en laboratoire sous le nom de piranha pour laver la verrerie. Cet
acide permet aussi d’activer efficacement la surface des matériaux siliceux en formant des

fonctions silanols, et c’est cette méthode qui a été choisie.

Le sable de Fontainebleau, de granulométrie 180-500 um, ou le verre, qui se présente sous la
forme de billes d’'un diamétre de 1 mm, est placé dans un bain d’acide de Caro fraichement
préparé et laissé pendant 5 h. Le matériau est par la suite filtré, lavé a I'eau jusqu’a pH neutre
du filtrat et séché a I'étude.

Quatre fonctions ont été apportées a la surface du verre et du sable : amine, thiol, alcyne et
azoture a l'aide des triéthoxy- ou triméthoxysilane adéquats. L’aminopropyltriéthoxysilane
(APTES) et le mercaptopropyltriméthoxysilane (MPTMS) étaient disponibles
commercialement, mais les dérivés azoturé (NsPTMS) et propargylé (PPTES) ont été obtenus
respectivement & partir du chloropropyltriméthoxysilane  (CIPTMS) et de
l'isocyanatopropyltriéthoxysilane (iICPTES) correspondant selon un protocole déja clairement

établi.>’

Le N3sPTMS a pu étre synthétisé par réaction du CIPTMS avec I'azoture de sodium dans le
DMF a 120 °C (Figure 97).
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Figure 97. Synthése du N3sPTMS

Le PPTES, quant a lui, a été synthétisé par action de l'alcool propargylique sur I'isocyanate
pour former un carbamate (Figure 98).

0
\_O\ AN HO/\ \_O\ AN JC
Si NCO > Si N~ "o
o7 I\o CHCly o H /\
— iCPTES 24N, ta. —  PPTES

Figure 98. Synthése du PPTES
Aprés lavage du brut réactionnel a I'eau pour le NsPTMS ou évaporation du solvant pour le
PPTES, le composé formé est directement utilisé sans purification ultérieure, les
trialcoxysilanes étant des fonctions relativement sensibles a I'hnumidité.

Chagque trialcoxysilane est par la suite fixé sur le sable par réaction dans le toluéne a reflux (

e
SH SH
Support-SH Support-propargyl
o OH OH ,\%\\s
Support activé
NH, NH, o N3 N3
Figure 99). N
upport
Support-NH, Support-N3

104



Figure 99. Fonctionnalisation du sable par les différents trialcoxysilanes
Apres 16 h de réaction avec un brassage manuel occasionnel, le matériau a été filtré et lavé
a I'éthanol afin d’éliminer le trialcoxysilane résiduel. Aprés passage a I'étuve, huit supports

fonctionnalisés ont été obtenus.

Si aucune différence n’a pu étre observée entre le verre activé et le verre fonctionnalisé, il n’en
a pas été de méme pour le sable, qui, apres dép6t d’'une goutte d’eau sur une couche de sable,
s’est avéré étre légerement plus hydrophobe avec le thiol et I'amine, et beaucoup plus
hydrophobe avec I'azoture, le propargyle. Cette différence suggére qu’'un composé se trouve
bien a la surface du sable.

Au contraire de la fonctionnalisation du bois, ou 'alcoxysilane est hydrolysé avant d’étre mis
en présence du support (voir 1V.2.2.3), le réactif dissous dans un solvant organique est ici
directement mis en contact avec le matériau. Le mécanisme de cette réaction serait donc plus
probablement une substitution directe d’'un éther de silyle par un groupement silanol pour

former la liaison entre le matériau et le silane (Figure 100).2%8

R2 R1 = Me, Et
R = NH,, N3, SH, NHCO,CH,CCH
R
2 R2
R10~S|\_OR1
OR

! /Si'—OR1 Si—OR;

STCHERN AN

HO HO HO O O O
\ \ \ / / /

R;OH

Figure 100. Condensation des alcoxysilanes en milieu anhydre

IV.3.3. Greffage de la PN sur le support

IV.3.3.1. Greffage
Quatre types de réaction ont été mis en ceuvre en vue de greffer la phénalénone sur les
différents supports siliceux obtenus (Figure 101). Les supports aminés sont mis a réagir avec
la PNBr dans une réaction de substitution nucléophile (V1). La PNMal-B et les supports thiolés
sont couplés dans une réaction de click thiol-ene identique a celle réalisée précédemment sur
le bois (V). Les supports azoturé ou propargylé sont mis a réagir avec la PNP ou la PNN3
dans des réactions de CUAAC dans deux conditions différentes : soit en milieu aqueux (Vs et

Vs), soit en milieu organique (V4 et V).
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Figure 101. Réactions de couplage entre les supports siliceux et les dérivés de phénalénone

Toutes ces méthodes ont permis d’obtenir des billes de verre ou du sable de couleur jaune, et
les multiples lavages avec des solvants variés ont été effectués afin d’éliminer des molécules
non greffées a la surface du matériau. Afin de réaliser un contréle pour vérifier le greffage
covalent de la phénalénone, une réaction a été effectuée dans les mémes conditions que Vs
en supprimant les catalyseurs (CuSOs et ascorbate de sodium). Dans ces conditions, le verre
et le sable restent parfaitement incolores, suggérant un lien covalent entre le matériau et la
phénalénone. Si une coloration jaune du matériau est perceptible pour toutes les méthodes
de greffage, de grandes différences entre les différents essais de greffage sont observables
(Tableau 9).

Tableau 9. Photographies du verre et du sable supportant la phénalénone

Témoin V1 \A V3 Va4 Vs Ve

Le sable et les billes de verre présentent une nette coloration jaune pour les conditions V1, Vs,
Vs et Ve. Pour la réaction V4, l'intensité de la coloration est plus faible, et avec Vy, la coloration

jaune est quasi-invisible. D’autre part, le sable semble bien plus coloré que le verre, ce qui
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peut s’expliquer par la plus grande surface de greffage disponible sur le sable par rapport au
verre. Pour cette raison, et du fait de la nouveauté du greffage sur le sable, ce matériau a été

choisi pour la suite du projet.

Les filtrats de lavage des différentes voies de greffage ont été collectés pour analyse. Sur tous
les filtrats, un dosage UV a permis d’obtenir la quantité de PN n’ayant pas réagi, et, par
différence avec la quantité de PN de départ, le taux de greffage a la surface du sable. Pour
les essais ou la quantité utilisée n’est pas trop faible, le réactif n’ayant pas réagi a été isolé et
pesé pour estimer la quantité greffée. Pour V1, la PNBr a été utilisée en large excés par rapport
a la quantité réellement nécessaire, il n’a donc pas été possible de calculer un rendement de
greffage, les valeurs obtenues dans le filtrat étant trop proche de la quantité de départ. Pour

les autres, les valeurs sont récapitulées dans le Tableau 10.

Tableau 10. Estimation de la quantité de PN a la surface du sable

Quantité de PN greffée par gramme de sable

Condition
A partir du spectre UV des filtrats A partir de la masse de réactif récupéré
Va 0,4 pmol -
V3 3,6 umol -
V4 1,7 pmol -
Vs 3,9 umol 3,9 umol
Ve 3,8 umol 3,9 pmol

Comme attendu, la quantité de PN greffée est nettement inférieure pour les conditions V; et
V4. Les trois autres conditions présentent un taux de greffage assez homogene. La réaction
Ve étant réalisée dans un solvant organique (CH2Cl,), cette voie a été abandonnée au profit
de réactions en milieu aqueux. La différence entre les voies V3 et Vs réside essentiellement
dans la nature de 'organosilane utilisé. Pour la voie V3, 'organosilane posséde une liaison
carbamate, absente dans la voie Vs. Cette liaison supplémentaire pouvant constituer une
faiblesse (possibilité d’hydrolyse, par exemple), c’est le sable obtenu par la voie Vs qui sera

utilisé pour la suite du projet.

IV.3.3.2. Caractérisation du sable greffé
Plusieurs analyses peuvent permettre de mettre en évidence la présence de la PN a la surface
du sable. Un essai de spectrométrie infrarouge a été réalisé, mais aucune différence entre le
sable seul et le sable greffé n’a pu étre observé, probablement di a la faible quantité de produit

greffé par rapport a la quantité de sable (< 0,1% m/m).

La spectrométrie UV-visible par réflectance diffuse a été réalisée pour comparer le sable avant

et aprés greffage (Figure 102).
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Figure 102. Spectres DRUV de la PN libre, du sable azoturé, du sable greffé avec la PN et de la PNP
adsorbée sur le sable azoturé

Les spectres présentent le méme aspect général que ceux réalisés sur le papier. En effet, le
sable azoturé n’'indique aucune absorbance particuliére, tandis que le sable supportant la PN
fournit un spectre avec une large absorbance. Les bandes caractéristiques de la PN a 365 et
381 nm sont bien observées, mais avec un déplacement dans le rouge de 7 nm. Comme
précédemment, le spectre d’absorption est fortement élargi vers le rouge de 50 nm. Enfin,
I'adsorption de la PNP (4 umol par g de sable) sur le sable azoturé donne un spectre UV-
visible similaire a la PN greffée mais dont les bandes correspondent exactement aux bandes

d’absorption de la PN, sans déplacement de Stokes.

Aprés avoir constaté un apparent décrochage de la PN du support lors des premiers essais
de photodégradation, un test de décrochage a été réalisé. Un échantillon de sable greffé avec
la PN a été placé dans de I'eau déminéralisée et mis sous agitation magnétique pendant 24 h.
Aprés ce temps, le sable reste jaune, mais le surnageant a pris une coloration jaune trouble.
Afin de comprendre ce phénoméne potentiellement rédhibitoire dans le cadre de la
photodépollution des eaux, plusieurs tests de décrochage de la phénalénone en milieu aqueux
et a température ambiante ont été réalisés en faisant varier le pH de la solution, les silanes

étant réputés sensibles aux milieux basiques.

Les sables brut, activé, azoturé et greffé avec la PN ont été placés dans trois solutions de pH
4, 7 et 9 et mis sous agitation vive pendant 24 h. Aprés ce temps, toutes les solutions ont

présenté un trouble, indiquant que la structure du sable est impactée par I'agitation.

Les surnageants troubles des différents échantillons ont par ailleurs été récupérés et analysés

par DLS, potentiel ¢ et spectrométrie UV.
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La diffusion dynamique de la lumiére (DLS) est une technique permettant d’estimer la valeur
du rayon hydrodynamique d’une nanoparticule, voisine de son diamétre.?®® La DLS des trois
échantillons aux pH étudiés indique la présence de nanoparticules d’une taille variable, de 150
a 850 nm (Figure 103). Les chocs entre les grains de sable lors de I'agitation conduisent donc
a la formation de nanoparticules. Cette mesure de DLS permet dans ce cas de prouver qu'il y

a bien formation de nanoparticules sous forte agitation quel que soit le sable étudié.
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Figure 103. Analyses DLS des surnageants issus de l'agitation de 4 échantillons de sable (brut

activé, azoturé, ou greffé avec la PN) a 3 pH différents (acide, neutre, basique)

Le potentiel { permet de mesurer la charge de surface de nanoparticules ou de polymeres.?%°
Pour les nanoparticules formées a partir du sable activé, cette valeur est de -26 mV, ce qui est
cohérent avec la présence de fonctions silanols se comportant comme des acides faibles dont
le pKa est de 6,8, et qui sont donc partiellement déprotonés en milieu neutre. Logiquement, la
charge de surface est plus importante en milieu basique, et plus faible en milieu acide (Figure
104). A pH 9, le sable activé apparait plus chargé que les autres sables, probablement di a la
présence en plus grande quantité de fonctions silanol, tandis que la charge de surface du
sable greffé est la plus faible de toute, montrant que certaines fonctions silanol sont masquées.
Cependant, pour les autres pH, le potentiel { n’indique que peu de différence entre les
différents sables, ce qui pourrait s’expliquer par le fait qu’il ne s’agit pas directement du sable,
mais de nanoparticules issues de la fragmentation de celui-ci, donc avec une large proportion

de fonctions silanol natives sur les faces non-greffées.
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Figure 104. Potentiel de surface des nanoparticules issues de 1'agitation des 4 échantillons de sable
aux 3 pH étudiés

A partir des surnageants obtenus a pH neutre, I'analyse UV-visible a permis d’estimer
qu’1,25% de la PN totale fixée (basé sur le coefficient d’extinction molaire de la PNP) se trouve
a la surface des nanoparticules en suspension, soit une part minime de la PN greffée. Sachant
que les conditions d'’utilisation dans le réacteur en lit fluidisé sont bien moins agressives pour
le sable, cette valeur permet d’affirmer que le sable est un bon matériau pour une utilisation
dans un tel réacteur. Par ailleurs, la décantation de ce surnageant conduit a un liquide limpide

n’absorbant pas a 365 nm, confirmant qu’il n’y a pas de phénalénone libre dans le milieu.

Si toutes les analyses semblent indiquer que le photosensibilisateur est bien greffé a la surface
du sable, des analyses complémentaires doivent étre réalisées. La microscopie a balayage
électronique (MEB) pourra permettre de déterminer si I'activation du sable a conduit a la
modification de la structure de surface du sable (augmentation de la porosité, par exemple).
La spectroscopie photoélectronique X (XPS) sera prochainement réalisée, et sera utile pour
identifier la présence de liaisons Si-C, mais surtout la présence du triazole avec I'observation

de la liaison Cep-N.261
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IV.3.4. Essais préliminaires de photodépollution du tébuconazole

Le tébuconazole (Figure 105) est un produit phytosanitaire couramment utilisé dans
I'agriculture comme fongicide et régulateur de la croissance des plantes.
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Figure 105. Structure du tébuconazole

Comme beaucoup d’autres composés, il n'est que peu dégradé dans I'environnement, et il
présente donc une forte persistance dans les eaux et les sols. Ce composé est

particulierement étudié en laboratoire comme molécule modéle pour la dépollution des eaux.

Le sable produit a dans un premier temps été utilisé pour tester la photodégradation du
tébuconazole dans un petit réacteur de laboratoire. Ce réacteur est constitué d’'une enceinte
contenant de I'eau dans lequel le tébuconazole est dissous, ainsi que le sable en suspension
grace a un agitateur, une lampe plongeante et un bulleur & gaz pour réguler la concentration
en oxygene dissous (Figure 106).
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Figure 106. Représentation schématique du réacteur utilisé pour la photodégradation du
tébuconazole
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La description des différentes conditions testées (lumiére/obscurité, PN libre/greffée,
avec/sans capteur de ROS) ainsi que les résultats de ces tests de photodégradation sont

présentés dans l'article suivant :

Godard, J. ; Aimeur, M. ; Villandier, N., Zermane, F.; Brégier, F.; Sol, V.; Baudu, M.
Photodegradation of tebuconazole mediated by a novel hybrid phenalenone based
photosensitizer. J. Photochem. Photobiol. A (2021), 408, 113124. DOl
10.1016/j.jphotochem.2020.113124.

Par ailleurs, les performances du matériau ont été étudiées en réacteur en lit fluidisé a I'échelle

pilote, et les résultats sont résumés dans I'article suivant :

Aimeur, M. ; Godard, J. ; Baudu, M. ; Brégier, F.; Villandier, N.; Zermane, F.
Photodegradation of tebuconazole in a fluidized bed reactor mediated by phenalenone
supported on sand. Chemical Engineering Journal (2021), 450, 128332. DOI
10.1016/j.cej.2020.128332.

Ces deux articles sont consultables en annexe de ce manuscrit.
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Chapitre V. Elaboration de dérivés de phénalénone couplée a des acides gras
pour I’élaboration de micelles ou de vésicules

V.1. Introduction

L’une des stratégies de délivrance de photosensibilisateurs hydrophobes consiste a les insérer
dans des micelles ou des vésicules constituées de composés aux propriétés tensioactives.
Lorsque des photosensibilisateurs sont couplés a ces nanoobjets lipidiques, les propriétés des
PS peuvent étre drastiguement modifiées, comme par exemple l'activité antibactérienne.
Encapsulée dans des micelles ou des vésicules neutres, 'hématoporphyrine a montré une
activité antibactérienne supérieure au PS libre, méme sur une souche de S. aureus résistante
a la méticilline (SARM).?62 Une porphyrine cationique portant une chaine grasse a été
incorporée dans des liposomes de glycérolipides, eux aussi cationiques, pour aboutir a des
liposomes photosensibilisateurs trés efficaces contre une souche de SARM.?63

L’objectif de ce projet est la préparation de nanoobjets lipidiques contenant la phénalénone
pour des applications antibactériennes. La construction de vésicules ou micelles contenant la
phénalénone doit permettre, d’une part, de mettre en suspension dans I'eau des composés
trés hydrophobes, donc ayant une grande affinité pour les membranes plasmiques, et d’autre
part de former des nanoobjets pouvant générer localement une trés forte concentration

d’oxygene singulet au potentiel bien plus destructeur que le méme composé en solution.

De rares études ont été réalisées sur la PN couplées a des micelles ou des acides gras. Une
expérience réalisée sur une PN encapsulée dans des vésicules pour mimer le comportement
de la phénalénone dans la membrane plasmique a montré que le rendement en oxygéene
singulet n’est pas impacté par son intégration dans une bicouche lipidique.?®* Par ailleurs, une
chaine grasse de taille moyenne (C12) a été liée de fagon covalente a la phénalénone pour une
application antibactérienne.'®* Cette phénalénone hydrosoluble semble bien s'intégrer a la
membrane plasmique des bactéries, favorisant I'effet photodynamique. En revanche, a ce jour,
aucune phénalénone n’a été greffée sur une longue chaine grasse pour une incorporation

dans des nanoobijets lipidiques.
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V.2. Synthése des différentes PN a chaine grasse

L’ensemble des caractérisations (T°, RMN *H, RMN *C, HRMS) de ce chapitre est résumé
dans la partie V.2.3. La Figure 107 illustre les voies de synthese des 4 phénalénones couplées
a des chaines grasses abordées dans ce chapitre.
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Figure 107. Résumé des voies de synthése des composés décrits dans le chapitre IV

V.2.1. Synthése des PN monocaténaires

Un premier essai de couplage peptidique a été réalisé entre la PNNH,-A et I'acide stéarique
activé par un mélange de DCC et de NHS en présence de triéthylamine (Figure 108).
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Figure 108. Synthese de la PNC1s-A et de son sous-produit lors du couplage peptidique avec la
PNNH2-A

Cependant, cette méthode conduit a la production de deux composés a la polarité tres proche,
et donc trés difficiles a séparer. Dans ces conditions, et malgré les multiples purifications, les
deux composés n'ont pas pu étre isolés avec une pureté suffisante pour élucider leurs
structures par RMN. Une nouvelle méthode a donc été testée afin de tenter de résoudre ce

probleme. Pour limiter le nombre de produits utilisés et s’affranchir des agents de couplage,
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notre choix s’est porté sur [utilisation du chlorure d'acide stéarique disponible
commercialement (Figure 108). Avec cette méthode, les mémes produits sont observés en
CCM, montrant que les agents de couplage ne sont pas en cause. De plus, la purification
empéche toujours de les isoler les uns des autres. Aprés plusieurs migrations sur plaque
chromatographique préparative, deux fractions sont obtenues en quantité suffisante pour une
analyse en spectrométrie de masse basse résolution, mais aucun rendement n'a pu étre

calculé.

L’analyse de la premiére fraction indique qu’elle contient bien la PNCis-A, avec un ion
moléculaire & m/z 557. Cependant, un autre pic a m/z 437 avec son adduit du sodium a m/z
453 est présent en quantité dans I'échantillon. A ce jour, ce composé n’a toujours pas été
identifié, mais pourrait étre une impureté présente dans la PNNH2-A de départ. L'analyse de
la seconde fraction révele quant a elle un pic a m/z 391 (et ses adduits du sodium et du
potassium a m/z 409 et m/z 425) correspondant a la phénalénone aminée non déprotégée
(PNBOC-A), démontrant que la PNNH.-A utilisée n’était pas suffisamment pure. Mais cette
seconde fraction indique surtout la présence d’un pic trés majoritaire a m/z 387 (et ses adduits
du sodium et du potassium a m/z 413 et m/z 429) qui correspond au résultat du couplage entre

la PNNH»-A et son contre-ion, I'ion trifluoroacétate.

Si ce n’est pas une surprise de retrouver cet amide dans le résultat de la synthése avec le
mélange DCC/NHS, ou il peut assez logiquement se substituer a I'acide stéarique, ce résultat
est plus surprenant en ce qui concerne la réaction avec le chlorure de stéaroyle, ou il n’y a pas
d’agent de couplage susceptible d’activer le TFA. Il est cependant connu qu’un carboxylate
peut réagir sur un chlorure d’acyle pour former I'anhydride d’acide correspondant. Cet
anhydride reste suffisamment activé pour pouvoir réagir avec une amine, d’ou la présence en
guantités quasi-équivalentes des deux produits (stéaramide et trifluoroacétamide de la
PNNHz-A) sur la CCM.

Afin d’éliminer toute influence du contre-ion, la PNBOC-A a été déprotégée avec de l'acide
chlorhydrigue en lieu et place du TFA (voir 11.4.2.1) et la PNNH2-B obtenue a été mise en
présence de chlorure de stéaroyle sous atmosphére inerte et en présence d’une base (Figure
109).
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Figure 109. Syntheése de 1a PNCi1s-A a partir de la PNNH2-B

A partir de cette PN aminée, il n’y a cette fois la formation que d’un seul produit. La purification,
bien que simplifiée, n’est reste pas moins complexe en raison de la présence d’un excés de
chlorure d’acide perturbant la migration du produit, mais aussi de la présence récurrente de
graisses résiduelles. Les purifications a répétition sur le produit ont logiqguement conduit & un
abaissement du rendement global de la réaction, pour arriver a 26% de PNCis-A isolée. Le
produit est néanmoins bien caractérisé par RMN *H, indiquant la présence de la chaine grasse
et ses 31 protons entre 2,19 et 0,89 ppm, mais aussi par RMN **C montrant la présence d’'un
carbone de carbonyle & 173,1 ppm.

Cette méme stratégie de synthése peut aussi étre appliquée en utilisant le dérivé hydroxylé
(PNOH) ou le dérivé aminé sans triazole (PNNH»-C) (Figure 110)

1WO
XH X
0] (0]
‘ Chlorure de stéaroyle ‘
DIPEA _
DMF
24 h, t.a., Ar.
X =0:PNOH X =0:PNC,-B

X = NH : PNNH,-C X = NH : PNC4g-C

Figure 110. Syntheses de 1a PNCis-B et de la PNC1s-C

Bien que dans les deux cas, la disparition du réactif et 'apparition d’'un seul produit sur la CCM
montrent que la réaction est totale, la purification fait lourdement chuter le rendement. Aprés
précipitation dans I'eau, les deux produits sont purifiés par lavage a I'eau puis a I'éthanol froid,
mais cette étape entraine une partie du produit qu’il n’a pas été possible de récupérer par la
suite. D’autre part, la purification de l'ester requiert une étape de chromatographie
supplémentaire afin d’éliminer les derniéres traces d’acide stéarique. Les réactions conduisent
a des rendements respectifs de 29 et 56%. La caractérisation par RMN H indique bien la
présence d’'une chaine d’acide stéarique, avec les protons caractéristiques du méthyle

terminal a 0,89 ppm et du méthyléne en a du carbonyle a 2,44 ppm (PNC1s-B) ou 2,19 ppm
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(PNC1s-C). L'important écart de déplacement chimique du proton allylique montre la différence
de liaison entre ces deux composés, avec d’'une part un ester dont le déplacement chimique
des protons du CH- est similaire a celui observé pour la PNOAc (5,21 ppm), et d’autre part un
amide avec un déplacement chimique des protons du CH; trés voisin de celui observé pour la

PNMal-B (4,43 ppm), confirmant la présence des liaisons attendues.

V.2.2. Synthése d’une PN bicaténaire
Afin de tenter de se rapprocher de la structure bicaténaire des phospholipides des membranes
plasmiques, constitués notamment de deux chaines grasses portées par un glycérol, un motif

glycérol a été apporté sur la phénalénone.

Plusieurs stratégies de synthése peuvent étre envisagées. Parmi les plus simples a mettre en
ceuvre, la réaction de Williamson entre le glycérol libre et la PNCI?®® conduirait a une
substitution nucléophile de 'alcool primaire ou secondaire du glycérol libre. De plus, la cétone
de la PN pourrait former un acétal avec deux des alcools du glycérol. Il apparait donc
nécessaire de protéger dans un premier temps deux des alcools du glycérol. Une des
méthodes les plus courantes est l'acétalisation. L’'acétal est une fonction d’autant plus
intéressante qu’elle est stable en milieu basique,?%® donc utilisable en catalyse par transfert de

phase selon le protocole décrit précédemment (voir 11.4.1.5).

Le glycérol peut étre protégé par réaction avec un aldéhyde ou une cétone. Deux méthodes
sont couramment utilisées. La premiére est I'action du formaldéhyde en catalyse acide, mais
cette réaction présente l'inconvénient de former deux isomeres, le 5-hydroxy-1,3-dioxane
(hydroxyles 1 et 2 protégés) et le (1,3-dioxolan-4-yl)méthanol (hydroxyles 1 et 3 protégées).
La seconde est la réaction entre 'acétone et le glycérol qui conduit généralement a un seul
isomere, le 1,2-O-isopropylidéne glycérol ou solketal, ou les hydroxyles 1 et 2 sont protégés.
Etant donné sa sélectivité et le fait que ce soit un alcool primaire qui reste libre, c’est cette

seconde voie qui a été choisie pour protéger le glycérol (Figure 111).

OH . »l\o
HO\)\/OH H” cat - o\)\/OH
Acétone
Glycérol 12 h, 56 °C Solketal

Figure 111. Protection du glycérol en solketal

La réaction se fait en présence d’'une quantité catalytique d’acide qui peut étre libre?®” ou
supporté sur résine,?®® sur argile®®® ou sur silice,?’° dans I'acétone a reflux. Ici, le choix s’est
porté sur de I'acide sulfurique supporté sur silice. Aprés préparation du catalyseur et réaction
avec le glycérol dans 'acétone a reflux, le solketal est obtenu sous la forme d’un liquide

incolore avec un rendement de 40%, bien inférieur a celui observé dans la littérature
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énéralement supérieur a 90%32"1), probablement di a la nature du catalyseur acide utilisé,
g p p y
différent de celui décrit dans le protocole original. La quantité obtenue étant malgré tout

amplement suffisante pour 'ensemble du projet, la réaction n’a pas été optimisée.

Le glycérol protégé est directement utilisé dans la réaction d’éthérification avec la PNCI par

x‘fg

(0] (@)
‘ Solketal ‘
TBAI, NaOH
CH,Cl,, H,0

24 h, ta.
PNCI a PNSol

catalyse par transfert de phase (Figure 112).

Figure 112. Equation-bilan de la synthese de la PNSol

Les conditions identiques a celles mises en ceuvre pour la synthése de la PNP (voir 11.4.1.5)
ont permis d’aboutir a un rendement de 77%. Le point de fusion du produit (78 °C) est tres
nettement inférieur & celui du réactif (143 °C), indiquant qu’'un nouveau produit s’est formé.
L’analyse du spectre RMN 'H dans le CDCl; montre I'apparition de signaux intégrant chacun
pour 3 protons a 1,47 et 1,40 ppm ainsi que de 5 protons non-équivalents entre 4,44 et 3,67
ppm. Cette différence d’équivalence, que ce soit entre les protons des méthyles ou ceux du
glycérol, est due a la présence en quantité racémique d’'un carbone asymétrique sur le glycérol
protégé. Le signal correspondant au méthyléne allylique est quant a lui démultiplié par rapport
a celui de la PNCI. Avec des constantes de 15 et 1,0 Hz correspondant respectivement a un
couplage géminal 2Jun et & un couplage longue distance *Jun avec les protons du méthyléne
du glycérol voisin, le multiplet observé est donc en réalité constitué de deux doublets
dédoublés correspondant a deux protons diastéréotopiques, ce qui confirme la présence d’'un
carbone asymétrique sur le glycérol. L'analyse du spectre RMN *3C indique la présence de 6

nouveaux carbones, prouvant définitivement que le solketal a bien été fixé.

La déprotection du glycérol est réalisée par hydrolyse acide de I'acétal (Figure 113)
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Figure 113. Syntheése de la PNGly

Aprés précipitation dans I'eau, extraction au CH.Cl. et purification sur une petite colonne
chromatographique, la PNGIly est obtenue avec un rendement quasi-quantitatif. L’analyse
HRMS montre I'obtention d’'un produit de formule brute Ci17H1604 qui est en accord avec la
formule attendue. En spectroscopie RMN *H dans le CDCls, la disparition des singulets a
1,47 et 1,40 ppm correspondant aux méthyles de I'acétal confirme que la déprotection a bien
eu lieu, et les signaux correspondant aux deux protons allyliques conservent leur multiplicité

liée a la présence d’un carbone asymétrique sur le glycérol.

Cette PN portant deux fonctions hydroxyles est mise a réagir avec le chlorure de stéaroyle
dans des conditions similaires a celles décrites pour la PNC1s-B pour tenter d’obtenir le dérivé

bicaténaire (Figure 114).
S oK
o o}
0
HO Hoj\ MOJ;
0 o} o}

0} O ()
‘ Chlorure de stéaroyle ‘ ‘
EtzN .
DMF
100 min, t.a., Ar.

PNGly PNC,3-D PNC4g-F

Figure 114. Synthese de la PNC1s-D

Cependant, cette voie aboutit trés majoritairement au composé monosubstitué (PNC1g-D) sur
I'alcool primaire, résultat logique étant donné la réactivité moins élevée de I'alcool secondaire.
Le composé disubstitué (PNC1s-F) est malgré tout isolé a hauteur de 1,9%. La caractérisation
par RMN *H de la PNC1s-D indique la présence de 35 protons entre 2,36 et 0,89 ppm attribués
a la chaine aliphatique de I'acide stéarique, tandis que le spectre de la PNCis-F met en
évidence la présence de 70 protons, soit le double, sur la méme plage de déplacements

chimiques. L’analyse du spectre RMN *C de la PNCis-D montre la présence d’'un pic
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caractéristique d’'un carbonyle d’ester (174,0 ppm), alors que celle de la PNC1s-F indique la

présence de deux carbonyles (173,5 et 173,1 ppm), prouvant la mono- et la disubstitution.

La quantité de PNCis-F isolée avec la premiére méthode n’étant pas suffisante pour les tests
de formation de monocouches, une réaction de Mitsunobu a été mise en ceuvre afin de faciliter

la réaction entre I'alcool secondaire et I'acide stéarique (Figure 115).

1%\)\’&0 OW
(0] (0]
(0]

o O

0} o
‘ Acide stéarique ‘
PPh3, DIAD
THF

2h,-10°Cata., Ar.
PNC,5-D PNCg-F

Figure 115. Syntheése de la PNCis-F

La réaction de Mitsunobu est ici intéressante car elle peut permettre d’apporter un groupement
différent sur l'alcool secondaire. Cette réaction délicate a lieu a basse température pour
permettre la formation de l'intermédiaire ylure, instable a température ambiante. Celui-ci se
forme par réaction entre la triphénylphosphine et I'azodicarboxylate de diisopropyle (DIAD).
L’alcool peut par la suite réagir sur I'ylure pour former I'oxyphosphonium, un excellent groupe

partant capable de réagir avec de nombreux nucléophiles, comme ici le stéarate (Figure 116).
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Ry = CH,00CC17H3s
R, = CH,OCH,PN

Figure 116. Mécanisme réactionnel de la réaction de Mitsunobu

La purification du composé par chromatographie sur gel de silice, perturbée par la présence
de plusieurs co-produits et d’acide stéarique résiduel, conduit a un rendement de 50%.
L’analyse du composé par RMN permet d’aboutir a des spectres identiques a précédemment,

et la spectrométrie de masse confirme qu’il s’agit de la PNCis-F.
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Tableau 11. Récapitulatif des différentes analyses structurales des d

stéarique et de leurs précurseurs
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V.3. Tests de formation de monocouches lipidiques

Afin de connaitre la capacité d’'un composé a former des assemblages supramoléculaires,
plusieurs expérimentations préliminaires peuvent étre réalisées. Parmi elles, I'étude de
I'évolution de la tension de surface dans la formation d’'une monocouche ainsi que I'aspect de
ladite monocouche sont des parametres de choix permettant de discriminer les composés
ayant un fort potentiel de formation de micelles ou de vésicules.

V.3.1. Rappels théoriques

Un composé amphiphile est un composé possédant une fonction polaire et une fonction
apolaire ayant chacune des affinités trés différentes avec les solvants. Ce type de composé
est souvent capable de former des arrangements supramoléculaires tels que des micelles,
des vésicules ou des films. La structure de la molécule étudiée peut donner des indices sur
'arrangement supramoléculaire préférentiel qu’elle adoptera. En fonction de la taille de la téte
polaire et de la queue apolaire, chaque molécule occupera un espace différent, induisant un
arrangement supramoléculaire différent. Les composés monocaténaires auront tendance a
occuper un espace plus ou moins conique, conduisant a un arrangement préférentiel sous
forme de micelles, tandis que les composés bicaténaires occuperont plutét un espace
cylindrique propice a la formation de bicouches lipidiques, a la base des vésicules (Figure
117).

2
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Figure 117. Arrangement supramoléculaire en fonction de la structure du composé

Dans le cas d’'un composé amphiphile insoluble déposé a la surface de I'eau, la partie polaire
est au contact de I'eau tandis que la partie apolaire se retrouve la plus éloignée possible de la
surface. En fonction de la quantité de produit a la surface et de la température, les molécules
peuvent s’organiser en une monocouche de telle sorte a former un film a la surface du liquide.

L’interaction des molécules est observable par la mesure de la tension de surface. Lorsqu'il
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n’y a pas d’interaction, la tension de surface de I'eau seule est observée, mais lorsqu’elles
commencent a interagir entre elles, une nouvelle force vient s’ajouter, ce qui augmente la

tension de surface. Cette tension peut étre étudiée par l'utilisation d’'une balance de Langmuir.

La balance de Langmuir est constituée d’'une part d’'une cuve de Langmuir, une cuve peu
profonde aux dimensions connues recouverte de téflon et remplie d’eau, sur laquelle une
barriére mobile peut se déplacer pour faire varier la surface d’eau accessible au film, et d’autre
part d’'un outil de mesure de la tension de surface. Ce tensiométre est relié a un capteur de
force situé dans la barriere mobile, a I'extrémité d’une lame de Wilhelmy. La lame de Wilhelmy,
une lame de platine parfaitement nettoyée, est plongée perpendiculairement a la surface du
liquide, et est ainsi mouillée par le liquide. Une force capillaire s’exerce donc sur la lame, qui
a alors tendance a étre attirée par le liquide (Figure 118). Cette force est directement liée a la
tension de surface du liquide, et en connaissant la taille de la lame il est possible de déduire

la valeur de cette tension.

l Lame de Wilhelmy _

/

Surface de liquide -

Figure 118. Schéma du comportement d'un liquide mouillant sur une lame de Wilhelm

Un film moléculaire peut étre assimilé a de la matiére organisée en deux dimensions. Par
analogie avec la matiére en trois dimensions, elle posséde 3 états principaux : une phase
gazeuse, ol les molécules n'ont pas d’interactions entre elles ; une phase liquide, ou les
molécules interagissent entre elles mais dans laquelle elles peuvent librement se déplacer ;
une phase solide ou cristalline, ou les molécules sont ordonnées et fixes. Dans le cas ou la
température est constante, seule la variation de pression, donc de surface, autorise ces
changements de phase. Le déplacement de la barriere mobile permet de réduire ou
d’augmenter la surface d’eau disponible pour le composé étudié, et le capteur peut suivre
I'évolution de la tension superficielle, afin de tracer un diagramme de phase appelé isotherme

de compression.
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Figure 119. A) Organisation en monocouche de molécules amphiphiles par réduction de la surface
disponible, et B) Exemple d’'un isotherme de compression

Cet isotherme de compression permet d’identifier les différents états par lesquels passe la
monocouche. Il représente la surface moyenne (A) occupée par une molécule (en
A2.molécule?) en fonction de la pression de surface (7). Cette pression de surface correspond
a la différence entre la tension superficielle de la sous-couche seule (en général I'eau) et la
tension superficielle observée en présence du film moléculaire. La phase gazeuse de
l'isotherme présente une faible variation de la pression, du fait de la faible interaction des
molécules entre elles. Lorsqu’elles commencent a interagir, le film passe a I'état liquide
expansé. La diminution de la surface augmente I'organisation moléculaire au sein de la phase
liquide jusqu’a atteindre la phase liquide condensée. La coexistence de ces deux phases est
parfois observable sur I'isotherme sous la forme d'un plateau plus ou moins marqué. Enfin,
lorsque les molécules présentent I'aire moléculaire moyenne la plus faible, le film atteint I'état
solide. Si l'aire du film continue de diminuer, les molécules ne pouvant pas étre contenues
uniformément sur la surface tendent a se chevaucher et a former des empilements de

couches : c’est le collapse.

L’aire et la pression de collapse sont caractéristiques d’un composé a une température
donnée. Ces valeurs permettent de déterminer la compressibilité d’'une monocouche selon

'équation 1.

¢ = ~7(zx) o

La compressibilité Cs est habituellement exprimée sous la forme de son inverse, le module de
compressibilité Cs* ou K. Un module de compressibilité maximum ne dépassant pas
13 mN.m* est caractéristique d’'un composé ne s’organisant pas en monocouche, restant en

phase gazeuse. Lorsque ce module est inférieur a 100 mN.m, la monocouche ne s’organise
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pas ou peu, et reste au mieux a I'état liquide expansé. Un module de compressibilité
intermédiaire, de I'ordre de 100 a 250 mN.m! indique que la monocouche arrive a s’organiser
partiellement jusqu’a atteindre au mieux un état liquide condensé. Enfin, un module de
compressibilité supérieur a 250 mN.m* montre que la monocouche est fortement organisée

et atteint un état solide possédant une bonne rigidité.

Pour compléter cette analyse de l'isotherme de compression, il est possible d’adapter un
microscope a fluorescence sur la balance de Langmuir. Un agent fluorescent est ajouté a la
monocouche, ce qui permet de suivre I'évolution de 'assemblage moléculaire. Cette technique
présente néanmoins linconvénient de devoir ajouter un composé exogéne dans la
monocouche, ce qui peut perturber significativement les valeurs d’aire et de pression
observées sur l'isotherme et donc la maniére dont s’agencent les molécules. Le microscope a
langle de Brewster (BAM), placé a 'aplomb de la cuve de Langmuir, permet de suivre en

direct la formation du film moléculaire sans aucun ajout de composé exogene.

L’angle de Brewster est un angle d’incidence particulier pour lequel un rayon lumineux polarisé
dans le plan d’incidence est entierement réfracté dans un milieu, alors qu’il est partiellement
réfléchi pour tous les autres angles d’incidence (Figure 120A). Cet angle est directement lié a
l'indice de réfraction des milieux traversés par le rayon. Connaissant l'indice de réfraction n;
d’un liquide, il est donc possible d’orienter un rayon lumineux polarisé dans le plan d’incidence
de telle sorte a le réfracter entierement. Si l'indice de réfraction change, alors I'angle de

Brewster change, et le rayon est partiellement réfléchi.
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Changement d'indice

Figure 120. A) Comportement d'un rayon polarisé dans le plan d'incidence a l'angle de Brewster

en rouge) ou a un autre angle (en bleu), et B) Observation du changement de comportement du

rayon incident avec un changement d’indice de réfraction.

Le BAM exploite ingénieusement cette propriété des matériaux. Dans le cas d’'une cuve de
Langmuir remplie d’eau a 20 °C, en plagant un rayon polarisé a 53° par rapport a la normale
au plan de l'interface, aucun rayon réfléchi ne peut étre observé. En revanche, lorsqu’une
monocouche se forme a la surface de I'eau, l'indice de réfraction change, donc le rayon

incident est partiellement réfléchi (Figure 120B). Ce rayon peut alors étre observé par une
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caméra et restitué sous forme d’'image, ou le fond (I'eau), ne réfléchissant pas la lumiére,

apparait noir, et le film, réfléchissant la lumiére, apparait blanc.

Si le BAM permet de restituer une image fidéle du comportement macroscopique du film
moléculaire a la surface de la sous-couche, il ne permet pas d’avoir une idée de son aspect
tridimensionnel, tel que I'épaisseur ou l'arrangement microscopique aux différents états
physigues. La microscopie a force atomigue (AFM) constitue la meilleure option pour étudier
simplement la surface des films. Cette technique d’analyse permet de réaliser la topographie
d’une surface a I'échelle du nanométre a I'aide d’'un balayage par une pointe extrémement fine
reliée a un micro-levier (ou cantilever). Entre autres techniques, 'AFM analyse par « tapping »
ou la pointe vibre et vient frapper la surface du matériau (comme un aveugle et son baton qui
explore son environnement), ou par « scratching » (comme un lecteur de vinyles). La pointe
exerce une pression sur le micro-levier, qui est alors restituée sous forme de signal électrique
et ce pour chaque point analysé. Les signaux peuvent par la suite étre convertis en image

illustrant la surface du matériau.

L’analyse par AFM n’est cependant pas réalisable directement a la surface de la cuve de
Langmuir. Afin d’étre étudié au microscope a force atomique, le film doit étre transféré sur un
support adapté. Le mica (muscovite), constitué de feuillets de silicates emprisonnés dans des
feuillets d’alumine, posséde la propriété d’étre clivable facilement et de former une surface
plane a I'échelle atomique. De plus, sa polarité de surface permet une bonne adhérence des
tétes polaires hydrophiles des composés amphiphiles. Ces propriétés en font un support de

choix pour le dép6t de monocouches.

Plusieurs types de dépdts peuvent étre réalisés, tels que le transfert Schaefer, le transfert
Schaefer inverse ou le transfert Langmuir-Blodgett. Pour ce dernier, le dépbt est réalisé par
prélevement a la surface de la cuve de Langmuir. Le support en mica est immergé entierement
dans la sous-couche, perpendiculairement a la surface, puis, une fois la pression souhaitée
atteinte, est lentement relevé pour réaliser le dép6t Le protocole pour réaliser I'isotherme de
compression est réalisé normalement, puis, lorsque la pression souhaitée est atteinte, le
support en mica est relevé. La monocouche adhére alors sur le support pour former un film de
Langmuir-Blodgett (Figure 121). Ce film est alors analysé par AFM pour déterminer son

épaisseur et sa topographie.
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Figure 121. Schéma de la formation d'un film de Langmuir-Blodgett a la surface de lame de mica

Ces analyses et observations permettent d’avoir une idée de la capacité d’'un composé a
former une monocouche, ce qui offre de précieux renseignements pour concevoir des

vésicules ou micelles stables et homogénes.
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V.3.2. Tests de formation des monocouches avec PNCis-A, B, C et F
La structure des différentes phénalénones testées (Figure 122) donne un apercu de leurs
propriétés. Ainsi, les PNCis-A, B et C, qui ne possedent qu’une seule chaine grasse et ont
donc une forme plutdt conique, auront a priori tendance a former des micelles, tandis que la
PNCis-F, avec sa forme cylindrique devrait préférentiellement s’agencer sous forme de
vésicules. Au niveau de la formation des films, cela conduirait donc a une plus grande stabilité
de la PNCis-F par rapport aux trois autres dérivés. Cependant, cette déduction n’est pas une
regle, et des tests doivent étre réalisés pour non seulement valider ces hypotheses, mais aussi
pour déterminer l'influence de la nature de la liaison séparant la phénalénone de I'acide

stéarique.

L’équipe de Véronique Rosilio, de I'Institut Galien, est spécialisée dans la conception et I'étude
d’'assemblages supramoléculaires lipidiques et de nanostructures de type micelles ou
vésicules. Un des champs d’application de ces travaux est la PDT, par insertion de
photosensibilisateurs dans des vésicules de phospholipides ou par fonctionnalisation des PS
avec des chaines grasses. C’est en collaboration avec le Pr. Rosilio que les différentes
analyses de pression de surface, de microscopie a I'angle de Brewster et de microscopie a

force atomique ont été réalisées.

R
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k ‘ ‘ o
PNC,5-A PNC,5-B PNC,5-C PNC,5-F

Figure 122. Structure des PNCisg étudiées
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V.3.2.1. Pression de surface et module de compressibilité
Chaque composé a été dissous dans le solvant d'étalement, un mélange
chloroforme/méthanol 9:1 v/v, a une concentration de 1,2 a 2,1 umol.ml?, soit 0,73 4 1,26.10*®
molécules.mL™. 80 a 150 pL de ces solutions ont été déposés a la surface d’'une balance de
Langmuir & lame de Wilhelmy contenant de I'eau ultrapure pour aboutir a un nombre de
molécule de I'ordre de 10%7, puis les mesures de pression de surface ont été réalisées avec
une vitesse de compression des barrieres mobiles de l'ordre de 15 a 26 mm.min?, soit

6 A2.molécule.min’* quel que soit le composé.

Les isothermes de compression obtenus, réalisés en triplicat, sont représentés sur la Figure
123.

70 70
PNCis-A PNCis-B
60 __60
E £
=2 50 Z 50
£ £
(] (O]
é 40 E 40
2 > °
o 30 o 30 o
£ 5 cr
C [
) o
3 O
* 10 % 10
0 0
10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
Aire moléculaire (A?) Aire moléculaire (A?)
70 70
PNCis-C PNCis-F
60 __60
£ E
= 50 = 50
£ E
[0} [0}
EEY 240
5 ° 5
o 30 N o 30
© o ©
5 O 5
220 coREIEE.
o g
L a
& 10 10
0 0
10 20 30 40 50 20 35 50 65 80
Aire moléculaire (A2) Aire moléculaire (A?)

Figure 123. Isothermes de compression des PNCis étudiées
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Les isothermes, répétables au cours du temps, indiquent tous une transition évidente entre
I'état liquide expansé et I'état liquide condensé a partir d’'une pression de surface de 5 mN.m?,
montrant que tous les composés ont tendance a s’organiser a l'interface. Si PNCis-A, C et F
atteignent un plateau pouvant correspondre au collapse & une aire variant de 20 a 35 A2 pour
une pression de 40 a 60 mN.m, ce n’est pas le cas pour la PNC1s-B, qui a un comportement
trés différent. Il semble en effet qu’un plateau soit atteint a une pression de 15 mN.m*,
suggérant que le composé s’organise difficlement en monocouche. Par ailleurs, si la PNCis-A
et la PNC1s-C ont un comportement relativement similaire, ce n’est pas le cas de la PNCgs-F,
qui commence & s’organiser trés tot, dés 70 A2, une aire moléculaire bien supérieure a toutes
les autres PNCis, ce qui indique la forte propension de ce composé a s’organiser a l'interface.
Le calcul des modules de compressibilité K permet de comprendre plus clairement dans quel
état se trouve préférentiellement la monocouche (Figure 124).
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Figure 124. Modules de compressibilité des PNC1s étudiées
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Comme observé sur l'isotherme de compression, la PNCis-B, avec un Kmax inférieur a
100 mN.m?, s’organise difficilement et forme une monocouche a I'état liquide expansé
instable. Ce dérivé est donc peu propice a la formation de micelles ou vésicules. Au contraire,
la PNCis-F posséde un Kmax supérieur 250 mN.m, montrant que ce composé s’organise
jusqu’a former une monocouche en phase solide stable, donc potentiellement utilisable pour
former les structures supramoléculaires recherchées. Les PNCis-A et C, quant a elles,
présentent des Kmax intermédiaires, compris entre 100 et 250 mN.m™, caractéristiqgues de
monocoucches a I'état liquide condensé. La PNCis-A, avec son Knax relativement faible, a peu
de chances de former des structures stables a I'état pur, et la PNCi5-C, avec un Kmax plus

élevé, reste envisageable pour I'objectif recherché.

V.3.2.2. Analyse des films de Langmuir par BAM
Le suivi par BAM de la formation des films de Langmuir des quatre composés étudiés (Figure
125) nous permet d’obtenir de nouvelles informations sur I'aspect de la monocouche aux
différentes pressions, et donc sur son comportement au cours de la compression. Des le début
de la compression, toutes les PNCis commencent a s’organiser en ilots flottants plus ou moins
bien découpés. Les composés ayant un Kmax faible s’organisent en plagues peu structurées,
tandis que ceux ayant un Kmax €levé montrent des plaques beaucoup plus géométriques. La
phase liquide expansée (début d’augmentation de la pression de surface) est corrélée a un
rapprochement de ces plaques. L’augmentation de la pression harmonise plus ou moins la
surface du film. Comme attendu, la PNCis-B présente une surface peu homogéne avant le
collapse, montrant une organisation limitée. La localisation du collapse n’est pas claire et celui-
ci ne présente pas de structure particuliere. Au contraire, les trois autres PNC;s forment une
monocouche bien plus lisse et homogéne avant le collapse, prouvant que ces composés
s’organisent plus facilement en monocouche. Le collapse de la PNCis-A est visible grace a
'apparition d’'une zone de fracture, mais celle-ci reste diffuse par rapport au collapse de la
PNCs-F, avec des fractures bien plus nettes. Cette propension a se fracturer au collapse est
aussi un indicateur de la « solidité » du film ; la PNCis-A, étant en phase liquide, forme un film
avec une structure moins rigide que la PNCis-F. Le collapse de la PNCis-C n'a pas été

observé, mais a certainement un aspect intermédiaire aux PNCis-A et F.
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igure 125. Visualisation par BAM des moments-clés des isothermes de compression
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V.3.2.3. Analyse des films de Langmuir-Blodgett par AFM

Le BAM donne de précieuses informations sur le comportement du film a l'interface, mais ne

permet pas d’avoir une idée de son organisation supramoléculaire comme peut le faire 'AFM.

Aprés clivage du support en mica pour aplanir parfaitement sa surface, les films de Langmuir-
Blodgett des différentes PNCis ont été prélevés a des pressions de surfaces de 15 et 30
mN.m pour les PNCis-A et B, et seulement a 30 mN.m™ pour les PNC1s-C et F, ces deux
pressions apparaissant homogénes par BAM.

Les résultats sont résumeés sur la Figure 126. Le gradient de couleur sur les images obtenues
illustre la hauteur du relief. Le graphique représente une coupe dans la hauteur réalisée au

niveau de la ligne blanche.

Les quatre PNC;s forment des assemblages extrémement différents les uns des autres. La
PNCis-A forme des plis ou des fibres dont la largeur varie en fonction de la pression. A basse
pression, leur largeur semble étre comprise entre 10 et 20 nm, tandis qu’elle est nettement
plus élevée a haute pression (50 a 100 nm). Leur hauteur, de 1 a 1,5 nm, semble peu
influencée par la pression. La PNCis-B, bien que peu intéressante pour la formation de
micelles ou de vésicules, forme des assemblages remarquables. A 15 mN.m?, des plagues
de 2 nm d’épaisseur semblent déja s’empiler alors que le collapse est a peine atteint. A
30 mN.m%, les plagues forment des empilements épais (plus de 20 nm) de maniére irréguliére.
La PNCis-C forme des plaques circulaires aux bords découpés, d’'un diamétre variant de 1,5
a 3 um pour une hauteur moyenne de 1,5 nm. Enfin, la PNCis-F présente les structures les
plus remarquables, formant des plaques circulaires trés régulieres d’un diamétre de 0,7 uym et

d’une hauteur de 1,5 nm.

La régularité avec laquelle s’organise la PNCis-F par rapport aux autres PNCis laisse encore

une fois penser que ce composé est un excellent candidat pour la formation de vésicules.
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Figure 126. Visualisation par AFM des films de Lan
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V.4. Essai de formation de monocouches mixtes et de nanoobjets

Certaines des PNCis étudiées possedent les propriétés recherchées pour la formation de
nanoobjets, en particulier la PNCus-F. Cependant, elles ne sont pas aussi promptes a former
des structures aussi solides qu’avec I'acide stéarique, d’ou I'idée de former des monocouches
mixtes a partir d’'un lipide communément retrouvé dans les membranes cellulaires : la
1-stéaroyl-2-oléoylphosphatidylcholine (SOPC). Etudiés a des ratios différents, ces mélanges
ont montré des propriétés interfaciales intéressantes ayant encouragé la production de

nanoobjets. Ce travail est décrit dans la publication suivante :

Godard, J. ; Chapron, D. ; Brégier, F. ; Rosilio, V. ; Sol V. Synthesis and supramolecular
arrangement of new stearoyl acid-based phenalenone derivatives. Colloids Surf, A
Physicochem. Eng. Asp. (2021), 612, 125988 . DOI : 10.1016/j.colsurfa.2020.125988

Cet article est consultable en annexe de ce manuscrit.
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Chapitre VI. Application de différentes phénalénones couplées a des sels de
triazolium pour des activités antibactériennes

VI.1. Introduction

Les sels d'ammonium quaternaire sont une grande famille de composés tensioactifs largement
utilisés pour leurs propriétés bactériostatiques et bactéricides. De nombreux produits
commerciaux, dont des lessives, des biocides et des antibiotiques, utilisent ces composés
cationiques permanents pour leur capacité a interagir avec les charges négatives des parois
bactériennes. Cette interaction forte conduit & la pénétration du composé dans la paroi, puis,
lorsqu’il est associé a des éléments apolaires comme des longues chaines alkyles, a la
déstabilisation de la membrane bactérienne entrainant généralement une inhibition de la

croissance voire la lyse de la cellule.?™

Cependant, les ammonium quaternaires peuvent entrainer le développement de résistances
bactériennes,?”® principale cause de I'augmentation des maladies nosocomiales dans le
monde. C’est pourquoi des ammoniums quaternaires ont été couplés a des
photosensibilisateurs pour des applications ciblées ou le risque de résistance doit étre évité
au maximum, comme en dentisterie ou en soin des plaies. Ainsi, des porphyrines ont été
associées a des pyridinium ou des imidazolium, avec une efficacité remarquable sur
A. actinomycetemcomitans, ou E. faecalis, mais la synthése de ce type de composés reste
assez peu efficiente, avec des rendements totaux rarement au-dela de 10%.2"* La
phénalénone a quant a elle été associée a plusieurs sels d'ammonium quaternaires dont le
cation pyridinium, un ammonium quaternaire dont I'aromaticité le protége assez efficacement
des éliminations d’Hoffman. Ce composé, nommé SAPYR, présente l'avantage d’étre
synthétisé facilement en grande quantité, tout en conservant une bonne activité sur une large
gamme de souches bactériennes.®® Pour autant, cette avancée se heurte a la difficulté
d’améliorer ce composé avec de bons rendements et donc d’affiner la relation structure-activité

des phénalénones a ammonium quaternaire aromatique.

Les triazoles constituent une classe d’hétérocycles aromatiques possédant 3 atomes d’azote

pouvant se situer en position 1,2,3 ou 1,2,4 (Figure 127).

N N
o O
N, N—/

4
1H-1,2,3-triazole 1H-1,2,4-triazole

Figure 127. Structure des triazoles

Depuis la compréhension par Rolf Huisgen de la cycloaddition-1,3-dipolaire entre un azoture

et un alcyne et 'amélioration de cette réaction par Sharpless?’® et Meldal?’® grace a la catalyse
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au cuivre, le motif 1,2,3-triazole 1,4-disubstitué est devenu extrémement répandu dans la
chimie moderne. La réactivité de ses azotes a de fait été trés étudiée. A l'instar de 'azote de
la pyridine, le doublet de I'azote en position 3 est relativement nucléophile, ce qui permet de
réaliser des substitutions nucléophiles sur des halogénures, des triflates ou des tosylates
d’alkyle pour former des sels de 1,2,3-triazolium 1,3,4-trisubstitués, dont la charge positive est

délocalisée, ce qui contribue a sa stabilité (Figure 128).
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Figure 128. Schéma général de la synthése des sels de triazolium

Ces sels de triazolium trouvent des applications dans de nombreux domaines, comme par
exemple les liquides ioniques pour une utilisation comme solvant?’’” ou en chimie
supramoléculaire comme ligand de plusieurs anions.?”® Sous forme de carbéne, ils sont utilisés
en organocatalyse comme ligand de métaux pour I'élaboration de nouveaux catalyseurs
organométalliques.?’® Les sels de triazolium restent cependant largement sous-exploités pour
leurs propriétés biologiques, de rares études faisant état d’activités anticancéreuses?®28! ou
antiparasitaires?®? avec une activité du sel supérieure a celle du triazole seul. Récemment,
l'activité antibactérienne des sels de triazolium a été démontrée,?8328 ouvrant la voie a
I'élaboration de nouveaux composés aux propriétés antibiotiques. Les sels de 1,2,3-triazolium
constituent ainsi une nouvelle classe d’analogues de sels d’ammonium quaternaires
aromatiques, au méme titre que les pyridinium, les imidazolium ou les 1,2,4-triazolium, mais
qui présentent 'avantage d’étre synthétisables avec d’excellents rendements tout en offrant
d’'importantes possibilités de substitutions régiosélectives, paramétre indispensable pour

moduler finement et efficacement la structure des composés a visée antibactérienne.

Il a été démontré que I'hydrophobie des sels de triazolium est étroitement liée a leur
cytotoxicité a I'égard des animaux.?81:28> Des précautions doivent donc étre prises dans le
design et la conception de ces composés afin d’obtenir un produit antibactérien utilisable en

thérapie humaine ou animale.
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VI.2. Synthése des sels de triazolium

L’ensemble des caractérisations (T°, RMN *H, RMN *C, HRMS) de ce chapitre est résumé
dans la partie VI.2.3. La Figure 129 illustre les voies de synthese des 14 phénalénones
couplées a des sels de triazolium abordées dans ce chapitre.

PNGIc-E

PNGIc-F {
\ trisPN bisPN-B

PNGIc B
PNGIc- c ¥ PNBn-C

PNGIc-| D blsPN A

*
PNGIc A ~~ ~>PNBn-B

PNAda-B PNMan PNBn-A
PNNHD  pNAda-C ‘7
PNNH,-E
PNAda -A
PNBOC-B

PNBOC C PNN3 PNCI

PNBOC A
PN

“PNBr

Figure 129. Résumé des voies de synthéses des composés décrits dans le chapitre V

VI.2.1. Synthése des précurseurs triazolés
Les précurseurs triazolés ont été synthétisés par la réaction de CUAAC selon deux méthodes :
en milieu organique (voir 11.4.2.1) ou en milieu aqueux (voir IV.3.3.1). Afin d’évaluer I'impact
du sel de triazolium et de la phénalénone dans le couple PN-triazolium, plusieurs substituants
ont été testés. Un adamantane et un benzyle ont été fixés pour leurs propriétés modérément
hydrophobes comparées aux chaines grasses en Cis ou Cis. Un groupement glucose a été
greffé a la PN pour produire un composé hydrosoluble neutre afin de comparer son activité a
son analogue cationique. Un groupement amine a été fixé afin d’observer la différence
d’activité entre une phénalénone cationique possédant un triazole ou un sel de triazolium. Les
groupements amine protégée (BOC) et glucose protégé par des acétyles ont aussi été testés
pour vérifier 'importance de I'hydrophobicité. Enfin, des composés avec 2 ou 3 PN ont été
synthétisés dans le but de déterminer si 'augmentation locale de production d’'oxygene

singulet peut permettre d’améliorer I'efficacité de ce type de composés.

VI.2.1.1. Synthése d’un dérivé de PN couplé a I’'adamantane (PNAda-A)
L’adamantane constitue un groupement apolaire dont certains dérivés sont trés utilisés comme
antiviraux,?®® mais plusieurs dérivés ont aussi été testés avec un certain succés comme

antibactérien vis-a-vis de Bacillus cereus et Staphyloccocus aureus.?®’ Nous avons donc fixé
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un groupement adamantane sur la PN par l'intermédiaire d’'un couplage peptidique (Figure
130).

2¢l HN N=
o)
o o
DIPEA
CH20|2

PNNH,-B PNAda-A

HaN©  HN

Figure 130. Syntheése de la PNAda-A

La réaction, trés rapide, a lieu en présence de DIPEA entre la PNNH»-B et le chlorure
d’adamantanecarbonyle en quantités équimolaires. Aprés purification sur une colonne
préparative de gel de silice, le produit est obtenu avec un rendement de 58%. L’allongement
du temps de réaction (2 h) ou l'utilisation de DMF en lieu et place du CH.Cl; n’a pas permis
d’améliorer le rendement. L’analyse du spectre RMN *H indique la présence d’un singulet a
6,29 ppm caractéristique du proton de I'amide, ainsi que de 15 protons aliphatiques respectant
la symétrie de 'adamantane entre 2,01 et 1,65 ppm. Le spectre RMN *C met lui aussi en

évidence la présence d’un carbone de carbonyle avec un signal a 178,0 ppm.

VI1.2.1.2. Synthése d’un dérivé de PN couplé a un benzyle (PNBn-A)
Parmi les groupements apolaires testés lors les travaux de recherche sur les sels de triazolium
utilisés comme antibactérien, I'un des plus efficace parmi ceux n’étant pas constitués de
longues chaines grasses s’est avéré étre le benzyle.?®* Par ailleurs, ce groupement est présent
dans plusieurs ammonium quaternaires commerciaux tel que le chlorure de benzalkonium.
Pour cette raison, I'azoture de benzyle a été choisi, et mis a réagir avec la PNP dans les

conditions similaires a celles décrites pour la synthese de la PNBOC-A (Figure 131).

/

\
o o
0] 0]
‘ Azoture de benzyle ‘
Cul, DIPEA, AcOH
CHzclz

h, ta.
PNP S5h, ta PNBn-A

Figure 131. Syntheése de la PNBn-A
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Aprés purification sur colonne chromatographique, le produit est obtenu avec un rendement
de 74%. L'étude du spectre RMN !H indique la présence de six nouveaux protons
aromatiques : cinqg issus du phényle résonnant entre 7,38 et 7,28 ppm, et un provenant du
triazole résonnant a 7,56 ppm. Bien que la HRMS montre sans ambiguité que le produit de
masse 381,16 a été formé tres majoritairement, celle-ci indique aussi la présence d’une
impureté, tres minoritaire, de m/z 508,0511 [M+H]* et 530,0331 [M+Na]* qui n’a pas pu étre

identifiée.

VI1.2.1.3. Synthése de dérivés glycosylés (PNMan et PNGIc-A)
Afin de tester limportance de la présence d’'une charge positive sur les composés
antimicrobiens testés, il est nécessaire d’avoir comme référence une phénalénone non-
chargée. Un des groupements non-ioniques le plus utilisé pour rendre hydrosoluble un
composé d’intérét est un hexose, généralement un glucose, un mannose ou un
galactose.?®289 |ci, le mannose a dans un premier temps été choisi pour sa polyvalence, car
il pourrait aussi étre utilisé dans d’autres domaines tels que la PDT anticancéreuse, le

mannose étant un agent de ciblage de certaines cellules tumorales.?

Pour faire réagir un hexose par CUAAC, il faut d’abord le fonctionnaliser avec soit un azoture,
soit un alcyne. La substitution de I’hydroxyle anomérique par un azoture est réalisée en deux
étapes : halogénation puis azoturation. En revanche, la propargylation est réalisée en une
seule étape. C’est pourquoi la propargylation du mannose a été préférée. Bien que la
propargylation du mannose libre soit la méthode la plus répandue, le mannose peracétylé a

été utilisé afin de faciliter I'étape de purification de la PN glycosylée (Figure 132).2%1292

(0] (6]
)J\ 0 )J\ o)
;\ 0 >; o) >;
Alcool propargylique ;\
Q0 0.0
(0] (0]

\< CH,Cl, an. \< /

36 h, t.a.

° O\f( 0 NP
o) Mannose propargylé

3

Figure 132. Equation-bilan de la synthése du mannose propargylé

L’alcool propargylique est ainsi mis a réagir avec le mannose pentaacétylé en présence
d’éthérate de trifluorure de bore. Aprés 36 h de réaction, la CCM (CH.Cl,/Ether de pétrole 1 :1,
Rf = 0,7) révélée a l'orcinol sulfurique indique la présence d’'un produit majoritaire dont le
rapport frontal est trés proche du réactif de départ (Rf = 0,65). Aprés lavage de la phase
organique pour éliminer I'alcool et I'éthérate, le solvant est évaporé pour donner un solide
blanc nacré directement utilisé pour I'étape de click avec la PNNz sans purification

supplémentaire.
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Le sucre acétylé étant apolaire, le protocole de click en milieu organique a été privilégié
(Figure 133).

\
0}
Mannose propargylé ‘
Cul, DIPEA, AcOH
CH20|2
2h,t

PNN3 PNMan-g PNMan-o

Figure 133. Equation-bilan de la synthese de la PNMan

De maniére trés surprenante, la réaction conduit a la formation de deux produits aux rapports
frontaux trés proches. Grace a la purification sur plaques préparatives, ces deux composés
ont pu étre isolés avec des rendements de 30% et 7%, et ont tous deux été caractérisés par
HRMS comme étant la PNMan. lls possédent cependant des points de fusion Iégérement
différents (112 °C contre 108 °C), suggérant que ces deux composés sont probablement les
anomeéres a et B. Ce résultat constitue une surprise étant donné que la propargylation du

mannose acétylé décrite dans la littérature ne permettait de former que 'anomeére a.

Afin de s’émanciper de la présence de deux anoméres aux propriétés potentiellement
différentes, le 2-propynyl-tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranoside commercial (le dérivé du
mannose n’étant pas disponible) a été utilisé dans une réaction identique a celle de la PNMan
(Figure 134).

(0] (0]
‘ B-Glucose propargylé ‘
Cul, DIPEA, AcOH
CH,Cl,

72 h, ta.
PNN; PNGIc-A

Figure 134. Equation-bilan de la synthése de la PNGIc-A

En suivant un protocole similaire, la PNGIc-A a pu étre isolée avec un rendement de 72%, bien

supérieur a celui observé pour la PNMan. Il est probable que cette différence soit due a la
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pureté de I'hexose propargylé de départ, certainement moins bonne pour le mannose
propargylé que pour le glucose propargylé commercial. L’étape de propargylation du mannose
doit donc étre nettement améliorée. L’analyse HRMS confirme 'obtention du produit avec un

ion moléculaire de méme masse que pour la PNMan.

L’analyse RMN !H détaillée des trois composés obtenus (Tableau 12) permet de différencier

la PNMan de la PNGIc-A, et 'anomére a de 'anomeére 3 pour la PNMan.

Tableau 12. Comparaison des déplacements chimiques et des constantes de couplage des protons
permettant de différencier les isomeéres

H PNGIc-A PNMan-a PNMan-B
1 4,86 5,03 5,03
d,J=81Hz d,J=13Hz d,J=0,9 Hz
2 4.92 5.18 5.39
dd, J=8.1,9.4 Hz dd,J=1.6,29Hz dd, J=0.9, 3.3 Hz
3 5.05 5.24 5.13
dd, J=9.4,9.9 Hz dd, J=3.4,10.0 Hz dd, J=3.3, 10 Hz
4 5.26 5.27 5.20
t,J=9.9Hz t,J=10.0 Hz t,J=9.9Hz
5 3,97 4.11 3.90
ddd, J=2.5,5.0 10.0 Hz m ddd, J=2.7,5.7, 9.5 Hz
6 4.28 4.24 4.27
dd, J=5.0,12.4 Hz dd, J=5.8,12.7 Hz dd, J=5.6,12.1 Hz
& 4.15 4.11 4.15
dd,J=2.4,12.3 Hz dd, J=2.4,12.5Hz dd,J=2.6,12.1 Hz
a 4.90 4.87 4.90
d,J=12.6 Hz d,J=12.2 Hz d,J=12.4Hz
a 4,81 4.75 4.82
d,J=12.6 Hz d,J=12.2 Hz d,J=124Hz
b 8.09 8.17 8.09
S S S

En effet, la configuration spatiale des hydrogénes vicinaux peut étre déduite des constantes
de couplages 3J. Une orientation antipériplanaire conduit & une constante de couplage
comprise entre 8 et 10 Hz, tandis qu’une orientation gauche se traduit par une constante de
couplage inférieure a 4 Hz (Figure 135). Dans la PNGIc-A, tous les hydrogénes sont orientés
en antipériplanaire, ce qui explique que I'ensemble des constantes de couplage sont
comprises entre 8 et 10 Hz, et ce qui confirme par conséquent la configuration B. Dans les
deux spectres de la PNMan, au contraire, la constante de couplage entre Hi et H, est
systématiquement inférieure a 4 Hz, quelle que soit la configuration, prouvant que le proton
H, se trouve en position équatoriale. La différence entre a et B peut étre observée dans la
différence de blindage du proton du triazole et des protons Hs et Hs. La configuration a peut
conduire a une légere géne stérique entre 'hexose et le triazole, alors que cette géne,
impliquant les protons Hs, Hs et Hy, n’est pas possible dans la configuration 8, ce qui explique

la différence de déplacement chimique. Ces observations confirment donc que la réaction avec
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le mannose propargylé conduit majoritairement a la PNMan-a et a une petite quantité de

PNMan-@, du fait de la présence des deux anomeres dans le réactif de départ.

H
H
JH,H <4 Hz

H,OAc
Hs0 N H
AcO N
AcO - ) :l\‘l e
H5 OAc \ N
Ha Hy \’S/ b PNMan-c "
PNGlc-A Hb JH,H =8a10Hz

Figure 135. Configuration des oses d'apres les constantes de couplages obtenues en RMN H

Etant donné que la PNGIc-A est obtenue uniquement sous la forme B, c’est ce composé qui
est privilégié pour la suite du projet.

La PNGIc-A peut étre facilement désacétylée, notamment par une quantité catalytique de
méthanolate (transestérification de Zemplén?®®) ou comme ici par méthanolyse en présence

de triéthylamine et d’eau (Figure 136).2%*

;\ OH
(0]
© Om /&/
- HO -
(0] (6] N= HO o N

= j\ N O
(@]

0 0
‘ EtsN, H,0 ‘
THF/MeOH 1:1

12h, rt.
PNGIc-A PNGIc-B

Figure 136. Equation-bilan de la synthése de la PNGIc-B

Cette réaction est réalisée grace a la solvolyse du méthanol selon un mécanisme concerté a
6 centres (Figure 137). L’eau est présente en quantité catalytique, mais le méthanol doit étre

en tres large exces pour orienter la réaction vers la désacétylation.
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Figure 137. Mécanisme réactionnel de la désacétylation de la PNGIc-A d’aprés Meier et al.2%4

Aprés purification sur colonne, le produit huileux est repris dans un minimum d’eau et lyophilisé
pour donner une poudre jaune vif hydrosoluble avec un rendement de 92%. L’analyse du
spectre RMN du proton montre que les pics caractéristiques des méthyles autour de 2 ppm

ont disparu, confirmé par I'analyse RMN 3C avec la disparition des carbones des esters autour

de 170 ppm.

VI1.2.1.4. Synthése d’une bis-phénalénone (bisPN-A)

L’'impact de la présence de plusieurs groupements phénalénone sur la méme molécule a aussi
été envisagé. Le fait d’avoir une molécule capable de générer une concentration locale plus

importante en oxygéne singulet pourrait étre un atout dans la lutte contre les bactéries, en

permettant une action locale plus agressive.

Un premier protocole de click en milieu organique a été testé entre la PNN3 et la PNP (Figure

138).

\

PNN,

+
CH,Cl,
PNP

o)

Cul, DIPEA, AcOH

72 h, ta.

bisPN-A

Figure 138. Synthese de la bisPN-A en milieu organique

Cependant, aprés 72h de réaction, un précipité jaune péale insoluble dans la plupart des

solvants se forme et seules des traces de produit sont détectées, sans possibilité de l'isoler.
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Une hypothése est qu’un des catalyseurs se complexe avec le produit, stoppant alors la
réaction et génant son extraction. Une étude plus approfondie serait intéressante pour
comprendre I'échec de cette réaction de click, alors que ces mémes conditions donnent de

trés bons résultats avec ces deux réactifs (voir synthése de la PNBOC-A ou de la PNBn-A).

Le protocole de click en milieu aqueux a donc été testé (Figure 139).

N
N o) N=N
o |
N3 o) N\ _N
(0] 0] (0]
‘ ‘ Ascorbate de Na ‘
. CUSO45H20 _
MeOH/H,0

72h ta. .
PNN, PNP .ta bisPN-A

Figure 139. Synthese de la bisPN-A en milieu aqueux

Dans ces conditions, malgré la difficulté a dissoudre les réactifs dans un volume minimal de
solvants, la réaction conduit & un rendement de 49%. Les réactifs n’ayant pas réagi ont pu étre
récupérés lors de la purification sur colonne. L’analyse du spectre RMN H indique la présence
de trois groupes de deux protons entre 5,60 et 4,69 ppm correspondant aux trois méthylénes,
mais aussi de 15 protons aromatiques correspondant aux deux groupements phénalénone et
au proton du triazole. Les deux carbones a 184,4 et 183,9 ppm sur le spectre RMN 13C
correspondent a deux groupements cétone, prouvant la formation du dimere. La mise en place
d’un protocole dans le DMSO pourrait étre ici une piste de travail afin d’améliorer le rendement

de la réaction.

VI.2.2. Synthése des sels de triazolium
La substitution du triazole est généralement réalisée avec un groupement apolaire, tel qu'une
chaine grasse ou un cycle aromatique, dans le but d’augmenter I'hydrophobicité du
composé.?®* Mais avant de s'intéresser a ce paramétre, il apparait important de déterminer
quels sont les substituants du triazole a privilégier dans I'étude des sels de triazolium, mais

aussi quel est 'impact du groupement phénalénone dans l'activité des composés.

Les sels de triazolium sont habituellement préparés par substitution nucléophile sur des
dérivés halogénés tels que les bromures ou iodure d’alkyle, les triflates ou encore les tosylates.
Le plus simple de ces dérivés est I'iodure de méthyle, couramment utilisé pour la méthylation
des groupements pyridine.?% Du fait de sa petite taille, il n’'influence que peu I'hydrophobicité

des composés. Il a donc été naturellement choisi pour tester l'influence des différents
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substituants des triazoles étudiés. D’autre part, afin d’évaluer I'influence de la phénalénone
dans ces composés, le nombre de groupements PN a été modulé par réaction avec la PNBr.
Chaque composé triazolé étudié a donc été substitué soit par I'iodure de méthyle, soit par la
phénalénone bromométhylée, permettant d’avoir de précieuses informations sur la relation

structure/activité des substituants choisis.

La littérature est relativement constante dans les conditions opératoires nécessaires a la
synthése de ces composés. En effet, ces sels sont généralement synthétisés sans solvant?®®
ou dans I'acétonitrile?®* a chaud avec I'agent alkylant en large excés (minimum 4 éq.). Ce type
de réaction aboutit & d’excellents rendements sans purification lourde. Etant donné que
'ensemble des dérivés triazolés utilisés sont a I'état solide, les réactions ont été réalisées dans
I'acétonitrile. Ces conditions expérimentales ont été testées dans un premier temps avec
I'action de 4 éq. d’iodure de méthyle sur la PNBOC-A. Dans ces conditions, la PNBOC-A a été
consommeée en 3 jours. La quantité d’agent alkylant a donc été augmentée a 20 éq., et le
temps de réaction a chuté a 16 h. Une quantité plus importante d’'iodure de méthyle n’a pas
permis de baisser significativement le temps de réaction. De la méme maniére, la PNBOC-A
a été mise a réagir avec 1 équivalent de PNBr, mais aprés une semaine de réaction, les
produits n’étaient toujours pas consommés totalement. La réaction a été testée avec 2
équivalents et cette fois la réaction est arrivée a son terme aprées 55 h. Il a été choisi de ne
pas augmenter la quantité de PNBr afin de 'économiser au maximum, mais il est probable que

'augmentation du nombre d’équivalent pourrait permettre de diminuer le temps de réaction.

Les conditions expérimentales ont donc été validées, et les sels de triazolium ont pu étre

synthétisés comme indiqué Figure 140.

S

\N@ | S) ® Br@
=N CHal N:r\\l PNBr N:l\\l
2 N\ N\R ACN 2 N\ N\R ACN 2 N\ N\R
1 16 a24 h, 80 °C 1 48a72h,80°C 1

Figure 140. Synthése générale des sels de triazolium

Sauf cas particuliers, et bien qu’une recristallisation soit généralement suffisante, les sels de
triazolium ont été purifiés par colonne chromatographique afin d’étre le plus constant possible

dans I'ensemble des synthéses.

V1.2.2.1. Sels dérivés de PNBOC-A

Le protocole mis au point & partir de la PNBOC-A a permis dans un premier temps de constater

la consommation totale des réactifs (Figure 141).
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Figure 141. Synthese de la PNBOC-B et de la PNBOC-C et leur déprotection pour former PNNH2-D et
PNNHz2-E

Les composés, aprés une étape de recristallisation dans I'éther diéthylique, sont obtenus
parfaitement purs avec des rendements de 68% pour la PNBOC-B et 84% pour la PNBOC-C.
L’analyse du spectre RMN 'H indique la présence des signaux caractéristiques des protons
du méthyle résonnant a 4,41 ppm et ceux du méthylene de la méthylphénalénone résonnant

a 5,97 ppm, ainsi que la conservation des signaux correspondant au BOC autour de 1,40 ppm.

La fonction BOC a par la suite été soumise a une hydrolyse en milieu acide selon le protocole
décrit précédemment (voir 11.4.2.1), ceci afin de générer les analogues triazolium de la
PNNH2-B. La comparaison des activités de ces trois composés pourrait permettre de fournir
des indices sur l'intérét d'utiliser les sels de triazolium par rapport aux amines seules et de
greffer plusieurs PN sur le méme composé. Aprés évaporation du solvant et de I'acide, I'eau
résiduelle est éliminée par plusieurs cycles de dissolution dans le méthanol-évaporation, puis
recristallisation dans ['éther diéthylique pour donner les composés désirés avec des

rendements quasi-quantitatifs.
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L’analyse des spectres RMN 'H et 3C de ces dérivés indique la disparition des signaux
caractéristiques du tertiobutyle, prouvant I'’hydrolyse de la fonction BOC. L’analyse dans le
DMSO deutéré de la PNNH2-D indique I'apparition d’un singulet élargi a 9,06 ppm intégrant
pour trois protons, attribuable a la fonction amine. Ce pic n’est pas observé dans I'analyse de
la PNNH.-D (non présenté) ni de la PNNH»2-E dans DO du fait de I'’échange rapide de ces
protons avec les deutériums du solvant. L’analyse HRMS confirme sans ambiguité que la
PNNH2-D et la PNNH2-E ont été obtenues.

VI.2.2.2. Sels dérivés de PNAda-A

La PNAda-A a été soumise aux mémes conditions d’alkylation que précédemment (Figure

142).
\o ° :

NH NN

N=pn [\‘]
|
o) \IQ\/N 0 \IQ\/N \IQ/
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‘ CHyl ‘ PNBr
ACN ACN
16 h, 80 °C 72 h,80°C

PNAda-B PNAda-A PNAda-C

Figure 142. Synthese de la PNAda-B et de la PNAda-C

Si la méthylation a été réalisée en un temps similaire, la réaction avec la PNBr a été plus
longue (72 h). Aprés purification par chromatographie sur colonne de silice, la PNAda-B et la
PNAda-C sont obtenus avec des rendements respectifs de 70 et 41 %. Le rendement
nettement plus faible pour la synthése de la PNAda-C que pour toute autre synthése de sel de
triazolium pourrait étre expliqué par un probléeme d’encombrement stérique entre 'adamantane
et la phénalénone, bloquant partiellement I'accés a I'azote en position 3. L’analyse du spectre
RMN 13C de la PNAda-B indique I'apparition d’'un nouveau pic de carbone aliphatique a
39,2 ppm caractéristique du méthyle, tandis que I'analyse RMN *3C de celui de la PNAda-C
montre la présence de 12 carbones aromatiques, d’un carbone de carbonyle a 183,1 ppm et
d’'un carbone aliphatique a 51,9 ppm, appartenant a un nouveau groupement
méthylphénalénone. L’analyse HRMS des deux composés a permis d’obtenir les masses

attendues.
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VI.2.2.3. Sels dérivés de PNGIc-A et PNGIc-B
Dans un premier temps, la PNGIc-A a été soumise aux mémes conditions réactionnelles que

précédemment (Figure 143).
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Figure 143. Synthese de la PNGlc-C et de la PNGIlc-D

Les produits obtenus, Iégerement plus polaires, sont purifiés par colonne chromatographique
sur gel de silice, et sont obtenus avec des rendements de 85% pour la PNGIc-C et 67% pour
la PNGIc-D. L’analyse des spectres RMN H de la PNGIc-C montre la présence d’un nouveau
singulet a 4,33 ppm intégrant pour 3 protons attribuable au méthyle, tandis que I'analyse RMN
'H de la PNGIc-D indique 'apparition de 7 protons aromatiques et d’un singulet a 5,83 ppm

intégrant pour 2 protons caractéristiques du fragment méthylphénalénone.

Afin de déprotéger les fonctions hydroxyles des deux composés formés, un essai de
déprotection des acétyles par méthanolyse en présence de triéthylamine (voir VI1.2.1.3) a été
réalisée sur la PNGlc-C (Figure 144).

OAc OH

0} 0]
() ()
OO THF/MeOH 1:1 OO
12h, rt.

PNGlc-C PNGIc-E

Figure 144. Déprotection de la PNGIc-C par méthanolyse

Bien que le réactif semble avoir été consommé, le traitement post-réactionnel s’est avéré
particulierement complexe du fait de la présence d’eau et de triéthylamine, trés polaires et
difficile & éliminer du produit formé. La cristallisation du produit a pour cette raison été

impossible avec la quantité isolée.
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Afin de tenter de résoudre ce probléme, la transestérification en présence d’'une quantité
catalytique de méthanolate de sodium a été testée afin de s’affranchir de la présence d’eau
(Figure 145).

(0]
‘ MeONa
OO MeOH/CH,Cl,
2 h,rt.

PNGlc-C PNGIlc-E

Figure 145. Désacétylation de la PNGIc-C par le méthanolate de sodium

Un produit unique se forme rapidement, mais la réaction n’est pas totale, méme aprés 1h
d’attente. Une quantité supplémentaire de méthanolate (environ 1 éq.) est ajoutée au milieu
réactionnel, et le réactif est alors consommeé trés rapidement. Le produit présente cependant
I'étrange particularité d’étre beaucoup plus apolaire que son précurseur. Aprés caractérisation
par RMN H, le produit s’est avéré étre la PNOMe décrite précédemment (voir 11.4.1.3), alors
méme que ce produit n'a pas été observé pour la déprotection compléte de la PNGIc-A en
présence de 0,1 ég. de méthanolate. Cette observation semble suggérer que le triazolium peut
étre sujet a la désalkylation en présence d'un nucléophile fort, libérant alors un triazole libre
dans une réaction similaire a celle observée lors de la saponification de la PNCOOMe (voir
11.4.2.2). Il a été récemment démontré que la N-désalkylation des sels de triazolium pouvait
avoir lieu en présence de carbonate de potassium dans le méthanol, accompagnée de la
formation d’un carbéne rapidement désactivé par le méthanol présent en solution.?®’ Le

mécanisme de la N-désalkylation en présence de méthanolate est proposé sur la Figure 146.
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Figure 146. Mécanisme possible de la N-désalkylation de la PNGIlc-C en présence de méthanolate de
sodium

Cette désalkylation montre la sensibilité des sels de triazolium aux nucléophiles forts, ce qui
justifie leur synthése en fin de schéma réactionnel. La PNGIc-A a donc été d’abord déprotégée
en PNGIc-B avant de réaliser la synthése des sels de triazolium (Figure 147).
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Figure 147. Synthese de la PNGIc-E et de l1a PNGlc-F

De cette maniére, toute réaction supplémentaire sur le sel de triazolium est évitée. De surcroit,
la séparation par colonne chromatographique étant ici impossible du fait de la polarité des
produits, la purification par recristallisation dans I'éther est beaucoup plus aisée due a
I'absence d’eau ou de triéthylamine. Les analyses des spectres RMN H et *3C indiquent bien
comme précédemment I'apparition du méthyle et de la méthylphénalénone. Par ailleurs, apres
avoir été stockée deux mois dans le D;O a 4 °C, 'analyse RMN *H de la PNGIc-E a montré la
baisse de 90% de l'intensité du pic correspondant au proton du triazolium, indiquant qu’il y a
un échange de proton entre le triazolium et le solvant deutéré (Figure 148), ce qui corrobore

'échange de proton suggéré dans le mécanisme de N-désalkylation de la PNGIc-C.
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Figure 148. Comparaison du signal RMN !H du proton du triazolium avant et apres stockage durant
2 mois dans le D20

En revanche, le spectre RMN !H de la PNGIc-F montre la présence non-négligeable de
PNGIc-B. Malgré les multiples recristallisations, il n’a pas été possible d’obtenir une pureté
supérieure a 70% (rapport des signaux correspondant au glucose). Le produit a néanmoins
été testé en microbiologie afin de montrer la différence d’activité entre la PNGIc-B et la
PNGIc-F.

VI.2.2.4. Sels dérivés de bisPN-A et de PNBn-A

La bisPN-A et la PNBn-A ont été soumises aux conditions d’alkylation précédemment décrites
(Figure 149).

|e Br@ ®
@
R /N:N/ R\/ /N:N R\/ /N:N 'O
\'N\%\ N\%\ N\%\
O 0] 0}

0 0 0
‘ CHal ' PNBr '
ACN ACN

17 -22 h, 80°C 64 -72h, 80°C
R = Ph : PNBn-B R = Ph : PNBn-A R = Ph : PNBn-C
R = PN : bisPN-B R = PN : bisPN-A R = PN : trisPN

Figure 149. Synthese de la bisPN-B et de la trisPN

Aprés purification sur colonne chromatographique, les produits sont obtenus avec des
rendements de 91 et 92% pour la bisPN-B et la PNBn-B, et 81 et 86% pour la trisPN et la
PNBnN-C. Les analyses des spectres RMN *H de la bisPN-B et de la PNBn-B indiquent bien
'apparition d’'un singulet a 4,4 ppm ainsi que le déblindage de +1,5 a +2 ppm du proton du

triazole. Les analyses RMN *C de la trisPN et de la PNBn-C montrent I'apparition des 14
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carbones caractéristiques du groupement méthylphénalénone. L’impureté observée sur le
spectre HRMS de la PNBn-A a été éliminée aprés l'alkylation. La HRMS de la trisPN montre,
en plus de I'ion moléculaire [M]* a m/z 676,2228, deux fragmentations notables [M-PN]* a m/z
484,1650 et [M-OCH2-PN]* & m/z 454,1548 confirmant la structure du composé.

VI.2.2.5. Autres sels
La PNCOOMe a aussi été soumise aux mémes conditions de méthylation en vue de générer,
apres hydrolyse de I'ester, un dérivé portant a la fois une charge positive (triazolium) et une
charge négative (carboxylate) afin de tester I'influence de la charge globale sur I'activité

antibactérienne (Figure 150).

o) N=N

\

WN
—0
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CHjl
ACN

16 h, 80 °C
PNCOOMe

Figure 150. Méthylation de la PNCOOMe

Cependant, a linstar de la saponification de la PNCOOMe (voir 11.4.2.2), le réactif est
complétement consommé dans ces conditions, et la CCM indique la formation d’'un mélange
complexe de produits. L'analyse MALDI en mode positif du brut réactionnel a indiqué la
présence majoritaire de deux composés, de masse 290,1 et 417,4 ne correspondant a aucun
produit attendu. Ces informations seules ne sont pas suffisantes pour identifier les produits de
cette réaction. Un nouvel essai sur une plus grande quantité de réactif pourrait permettre

d’isoler suffisamment de produit pour réaliser une analyse RMN.

Afin de former une phénalénone portant une chaine grasse et une charge cationique pouvant
étre a la fois utilisable au sein de nanoobijets lipidiques (Chapitre IV) et comme sel de triazolium

photosensible (Chapitre V), un essai de méthylation de la PNCis-A a été réalisé (Figure 151).

H35C47 H35C47 \o I@
NH N=p

‘T ‘T
CHjl
ACN

16 h, 80 °C
PNC,5-A PNC,g-E

Figure 151. Synthese de la PNC1s-E
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Le réactif est consommé rapidement, et la CCM (CHCls/MeOH 95:5) montre la présence d’'un
produit plus polaire majoritaire. Plusieurs essais de purification par colonne
chromatographique ou plaques préparatives n’ont cependant pas permis d’aboutir a un produit
pur, le composé isolé étant noir et non jaune a I'état solide, et orange au lieu de jaune en
solution. L’analyse HRMS démontre la formation du produit, avec qui plus est une
fragmentation a m/z 379,3428 correspondant au produit sans le cycle phénalénone qui indique
que la conjugaison n’est pas impactée. L’analyse RMN H indique bien la présence d’'un
groupement méthyle, mais pointe la présence d’impuretés organigues pouvant expliquer cette
coloration. Des composés inorganigues invisibles dans ces deux analyses pourraient aussi
étre responsables de cet aspect. Par ailleurs, la PNCis-E n’est pas soluble dans I'eau, ce qui
limite son usage comme sel de triazolium hydrosoluble, mais pourrait étre intéressante pour
la conception de nanoobjets lipidiques (voir Chapitre 1V). Une étude plus approfondie de ce

composé est nécessaire pour envisager une quelconque utilisation.

VI.2.3. Caractérisations des dérivés de PN couplés a des sels de triazolium
Le Tableau 13 récapitule 'ensemble des caractérisations (température de fusion, RMN 'H
et 13C, ESI*-HRMS) réalisées sur les dérivés de PN couplés aux sels de triazolium ainsi que

sur leurs précurseurs.

L’identification RMN du triazole ou du sel de triazolium des composés dans CDCl; a permis
de cerner une tendance générale dans le déplacement chimique des différents protons et
carbones les constituant. Le croisement des données pourra s’avérer trés utile pour

caractériser les nouveaux composés qui pourraient étre synthétisés a I'avenir (Figure 152).
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X=NHouO

Figure 152. Déplacements chimiques moyens dans CDCI3 des protons et carbones des A) triazoles et
B) sels de triazolium étudiés

L’analyse RMN des triazoles montrent une certaine régularité dans les différents
déplacements chimiques. Le signal du proton du triazole est constamment autour de 7,8 ppm,
et les signaux des carbones apparaissent autour de 145 et de 124 ppm. Les protons du CH;
porté par I'azote, voisins de la phénalénone (allyliques) ou d’'un phényle (benzyliques) sont
retrouvés a 5,6 ppm, tandis que ceux du méthyléne en position 4 different en fonction de
I'hétéroatome qui lui est lié. Du fait de son électronégativité plus importante, 'oxygéne tend a

déblinder un peu plus les signaux des protons et des carbones que I'azote.

L’alkylation du triazole modifie significativement certains déplacements chimiques. Le proton
du triazole est assez largement déblindé et ce de maniére inhomogéne en fonction des
composeés, alors que les signaux des carbones du triazole tendent a se rapprocher I'un de
l'autre (-5 ppm pour Cs, +6 ppm pour Cs). Les protons des CH subissent un déblindage notable
de 0,1 a 0,5 ppm par rapport a leur précurseur. Enfin, les signaux H et 3C caractéristiques
du méthyle/méthyléne de I'agent alkylant apparaissent a 4,4 ppm et 40 ppm respectivement

avec l'iodure de méthyle, et autour de 6,0 ppm et 51 ppm respectivement pour la PNBr.
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Tableau 13. Récapitulatif des différentes analyses structurales des d

et de leurs précurseurs
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VI.3. Tests biologiques

L’efficacité de 'ensemble des 14 nouveaux sels de triazolium décrits précédemment a été
évaluée sur 6 souches bactériennes différentes : 3 souches Gram + et 3 souches Gram -. Le
composé SAPYR, déja connu pour son activité antibactérienne a également été testé dans les
méme conditions, ainsi que les phénalénones hydrosolubles précurseurs de certains des sels
formés, la PNGIc-B et la PNNH2-B.

VI.3.1. Tests préliminaires
Dans un premier temps, et afin de visualiser I'efficacité des sels de triazolium sur les bactéries,
un test d’inhibition de croissance est réalisé en cultivant des bactéries Gram + (Staphylococcus
aureus) ou Gram - (Escherichia coli) en milieu solide. Dans ce protocole, des bactéries sont
déposées a la surface d’'une boite de pétri contenant une gélose nutritive, puis des puits sont
creusés dans le gel. Le produit dissous dans du milieu nutritif liquide est déposé dans ces
puits, et les boites sont illuminées 6 h (a 4,83 mW/cm? pour une fluence totale de 25 J/cm?2)
avant d’étre incubées 18 h supplémentaires a l'obscurité. Si le produit est actif, un halo
d’inhibition se forme autour du puit. Cependant, méme a 200 uM, aucun résultat probant n’a
été observé avec les 10 premiers composés testés, y compris le SAPYR. Cette absence de
résultats peut étre due soit a une trés faible activité des composés, soit a un probléme de

diffusion des composés dans le milieu de culture solide.

Pour contourner cet éventuel probléme de diffusion, une nouvelle série d’expériences a été
réalisée en milieu liquide avec des suspensions de bactéries a 10° UFC/mL et une
concentration de 100 uM en PS. Les tests, réalisés en duplicat, ont donné de bien meilleurs

résultats, comme indiqué sur la Figure 153.
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Figure 153. Aspect des boites 96 puits en milieu liquide aprées 24 h a 1'obscurité ou a la lumiére, 10
composés testés sur S. aureus et E. coli

Sur S. aureus, une partie des sels de triazolium possédent déja une activité a I'obscurité, et,

d’aprés les résultats obtenus avec PNBOC-B et SAPYR, cette activité est exacerbée a la
lumiere. A l'inverse, aucun effet des sels de triazolium dans ces conditions n’a pu étre observé
sur E. coli. Ces tests préliminaires ont donc encouragé a poursuivre I'étude sur les sels de
triazolium et plus particulierement en déterminant les concentrations minimales inhibitrices des

différents composés synthétisés.
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VI.3.2. Détermination des Concentration Minimales Inhibitrices (CMI)

Six souches bactériennes ont été choisies pour leur récurrence dans les maladies
nosocomiales?%-3% : trois Gram négatives avec deux souches d’Escherichia coli (une formant
des biofilms, I'autre non) et une souche de Pseudomonas aeruginosa, et trois Gram positives
avec deux souches de Staphylococcus (S. aureus et S. epidermidis) et une souche de Bacillus
cereus. Ces souches ont été mises en culture dans du milieu trypticase soja (TS) et nourries

16 h avant chaque usage pour une utilisation lors du pic de croissance.

Les microdilutions ont été réalisées dans des plaques 96 puits par dilutions successives au
demi d’'une solution mére a 400 pM dans du milieu TS. Chaque puits, contenant 100 pL de
solution de concentration variant de 400 a 1,56 UM sont alors ensemencés avec 100 uL de
suspension bactérienne a 2.10° UFC/mL pour aboutir a des concentrations variant de 200 a
0,78 UM et une concentration bactérienne de 10° UFC/mL. Les plaques sont par la suite
irradiées 5 h a 37 °C puis incubées 19 h supplémentaires a I'obscurité a 37 °C ou directement

incubées 24 h a I'obscurité a 37 °C.

En plus des 14 phénalénones couplées a un sel de triazolium, 3 autres composés ont été
testés : la PNGIc-B, une phénalénone hydrosoluble neutre qui permettra de déterminer si la
présence d’'une charge cationique est un facteur déterminant, la PNNH;-B, une phénalénone
hydrosoluble cationique ne portant pas de triazolium permanent qui permettra de vérifier si la
présence du triazolium est essentielle, et enfin le SAPYR, une phénalénone portant un
groupement pyridinium obtenue selon un protocole précédemment décrit et qui a déja montré

une tres bonne activité photoinhinitrice.®®

Les résultats obtenus sont résumés dans le Tableau 14.
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Tableau 14. Concentrations minimales inhibitrices obtenues avec les 16 dérivés de phénalénones et
la référence (SAPYR) sur 6 souches bactériennes (E.c. 1: Escherichia coli CIP54.8T, E.c. 2: Escherichia

coli CIP53.126, S.a.: Staphylococcus aureus CIP76.25, S.e.: Staphylococcus epidermidis CIP109.562,
B.c.: Bacillus cereus CH, P.a.: Pseudomonas aeruginosa CIP76.110) a I'obscurité (O) et a la lumiere (L)

Composé Concentration minimale inhibitrice (uM)
Ec.1 E.c.2 P.a. S.a. S.e. B.c.
O L O L (0] L (@) L (@) L O L
PNGlc-C 100 100 200 100 200 200
PNGlc-D 100 200 200 100 12,5 100 12,5 100 50
PNGIc-B 100
PNGlc-E 200
PNGlc-F 200 200 200 200
PNAda-B 50 25 200 50 6,25 200 12,5 100
PNAda-C 25 3,12 6,25 0,78 25 6,25
PNBn-B 200 100 50 6,25 25 6,25 100 50
PNBn-C 6,25 0,78 6,25 0,78 12,5 3,12
bisPN-B 100 50 100 25 0,78 12,5 1,56 25 12,5
trisPN 200 100 200 50 0,39 12,5 0,78 50 6,25
PNBOC-B 100 50 25 12,5 200
PNBOC-C 25 25 6,25 1,56 12,5 1,56 6,25 6,25
PNNH2-B 100 50 12,5 50 100
PNNHz-D 200 200 100
PNNH2-E 100 50 12,5
SAPYR 200 50 50 200 25 50

De maniére assez marquée, 'ensemble des composés actifs exercent une activité inhibitrice
plus importante a la lumiére qu’a I'obscurité, montrant qu’il y a un effet de photosensibilisation.
Autre point marquant, les bactéries a Gram négatif semblent moins sensibles aux dérivés de
PN que les bactéries a Gram positif, résultat attendu étant donné la faible perméabilité de la
membrane des Gram négatif.2! Enfin, certains composés ont une nette activité a I'obscurité,

résultat 1a aussi attendu connaissant I'activité intrinséque des sels de triazolium.?*

Les CMI montrent des activités trés variables en fonction des souches et des substituants.
Aucun résultat n’a pu étre obtenu avec la PNAda-C pour des concentrations supérieures a
50 uM du fait d’'une solubilité limitée. Globalement, les composés portant des groupements
apolaires (adamantane, benzyle...) possédent une meilleure activité que les composés
hydrophiles (glucose, amine). Aucune différence significative n’a été observée entre la
PNGIc-B (neutre) et ses dérivés méthylés et « phénalénométhylés » PNGIc-E et F, indiquant
gue la présence seule du sel de triazolium ne suffit pas a rendre un composé significativement
actif. Lorsque ces derniers sont sous forme acétylée (PNGIc-C et D), une activité supérieure

est observée, montrant la aussi que la polarité du composé est cruciale pour son activité.

Sur les souches Gram positif, les meilleures activités sont obtenues sur les composés
« phénalénométhylés » portant un groupement hydrophobe (PNAda-C, PNBn-C, trisPN,
PNBOC-C) que ce soit a la lumiére ou a I'obscurité. Cette activité est nettement plus élevée
qgue celle de leurs analogues méthylés a l'obscurité, ce qui pourrait s’expliquer par une

hydrophobicité accrue du groupement phénalénone par rapport au groupement méthyle, et
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cette activité est exacerbée a la lumiére, ce qui peut étre di a la présence de plusieurs
groupements photosensibilisateurs augmentant de facto la production d’oxygéne singulet. Une
concentration submicromolaire a été atteinte avec les composés les plus actifs (PNAda-C,
PNBN-C, trisPN), et une forte activité a aussi été observée a I'obscurité, en particulier pour
PNAda-C, PNBn-C et PNBOC-C.

Les souches a Gram négatif, au contraire, ont un comportement différent vis-a-vis de ces
composeés. |l apparait que les différents sels de triazolium n’ont pas d’effet apparent a
I'obscurité en dehors de la PNBOC-C sur P. aeruginosa, avec une CMI de 25 uM.
Etonnamment, lirradiation n’a pas permis d’augmenter I'activité inhibitrice, ce qui pourrait
suggérer qu’elle n’exerce qu’un effet cytotoxique. Il semble par ailleurs qu’a I'inverse des Gram
positif, les Gram négatif sont plus sensibles aux composés méthylés, ce qui pourrait
s’expliquer par une hydrophobicité plus modérée, mais aussi par un encombrement moins
important, permettant une meilleure pénétration membranaire. Méme si PNAda-B semble étre
le composé le plus efficace sur les souches Gram négatif, c’est la PNNH2-B qui a montré la
meilleure activité photodynamique sur P. aeruginosa, alors que ses analogues alkylés

PNNH--D et E n’ont montré quasiment aucune activité.

Dans ces conditions, la plupart des dérivés de phénalénone couplés aux sels de triazolium
semblent exercer un effet significativement plus important que le SAPYR sur 'ensemble des
souches excepté P. aeruginosa. Par ailleurs, la nature de la substitution du triazole semble
influer sur le spectre d’action des composés. Ainsi, les dérivés méthylés tels que PNAda-B ou
bisPN-B ont un réle de photosensibilisateur a spectre large, agissant de maniere modérée a
importante sur toutes les souches étudiées, tandis que les composés phénalénométhylés
hydrophobes tels que PNBn-C ou PNBOC-C ont une action plus limitée aux Gram positif mais

aussi plus forte.

Ces résultats sont représentatifs de I'aspect des cultures aprés 24 h, mais pas de celui aprés
les 5 h d’irradiation. Apres 5 h a I'obscurité, 'immense majorité des cultures de bactéries Gram
négatif étaient troubles, indiquant une croissance normale, tandis qu’a la lumiére, elles
restaient limpides jusqu’a des concentrations parfois trés basses. Cette observation pourrait
indiquer que, malgré les apparences, une partie des composés exerce une activité de
photoinhibition de la croissance. De plus amples recherches doivent étre menées afin de
déterminer le mode d’action de ces composés, s’ils ont un rdle photoinhibitoire ou
photobactéricide, et si leur action peut s’étendre a des souches multirésistantes ou a des

systemes plus complexes comme des biofilms.
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VI.4. Publication

Les résultats obtenus dans ce chapitre seront trés prochainement valorisés dans la publication

suivante :

Godard, J. ; Brégier, F. ; Ouk, T.S. ; Sol, V. Development of phenalenone-triazolium salt

derivatives for aPDT: synthesis and antibacterial screening. Non-soumis

ABSTRACT : Due to an increase of the hospital-acquired infections, development of new
treatment is crucial for the public health systems. Antimicrobial photodynamic therapy (aPDT)
is a versatile technigue implying the use of light, oxygen, and a photosensitizer. 1H-Phenalen-
1-one is a very efficient photosensitizer known for its high singlet oxygen quantum yield and
its antimicrobial potential in aPDT coupled with quaternary ammonium salts (QAS). Triazolium
salts, stable aromatic QAS, recently appears to be interesting moieties for inactivation of
microbial growing. The unprecedented coupling between phenalenone and triazolium salts
bearing various moieties were obtained by copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddition
followed by alkylation with methyl iodide or 2-(bromomethyl)-1H-phenalen-1-one. Minimal
inhibitory concentrations of 14 new phenalenone-triazolium salt derivatives and 2
phenalenone-triazole derivatives were tested on 6 bacterial strains and some of them revealed

a high photoinactivation potency in submicromolar concentrations.
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Conclusion

Jusqu’a présent, la majorité des fonctionnalisations impactait significativement le rendement
en oxygene singulet de la phénalénone. Les fonctions disponibles ne modifiant pas ce
rendement étaient rares, et les applications réduites. Ainsi, au cours de ce travail, une série
de fonctionnalisations a donc été réalisée pour combler ce manque, puis le champ

d’application de ce photosensibilisateur a été élargi a de nouveaux domaines.

Dans un premier temps, la synthése de la phénalénone a été optimisée. Une nouvelle
syntheése par activation microonde a été développée, permettant de réduire le temps de
synthése a seulement 12 min au lieu de 3 h. Puis la fonctionnalisation du cycle par la réaction
de chlorométhylation a elle aussi été optimisée, et la bromométhylation a été développée,
offrant ainsi de nouvelles possibilités de fonctionnalisation. Le pont méthyléne séparant la
phénalénone de la fonction permet d’empécher cette derniére d’influer sur le rendement en
oxygéne singulet. Les dérivés halogénométhylés ont, pour cette raison, servi a la production
d’une série de nouvelles fonctions avec de trés bon rendements de synthése, dont un azoture,
deux alcynes, un alcool, deux acides et deux amines, qui ont tous montré un rendement en

oxygéne singulet proche de l'unité.

Par la suite, certains de ces dérivés ont permis le greffage de la phénalénone sur des
supports : d’'une part des matériaux lignocellulosiques pour une application antifongique, et
d’autre part des matériaux siliceux, pour une application en photodépollution des eaux. Apres
fonctionnalisation des supports par des trialcoxysilanes variés, les phénalénones
fonctionnalisés ont été greffées avec succés pour fournir de nouveaux matériaux
photosensibilisateurs. Si les résultats des tests antifongiques sont toujours en cours, les tests
de photodépollution sur un fongicide persistant dans la nature, le tébuconazole, se sont révélés

prometteurs.

Enfin, les propriétés antibactériennes de la phénalénone ont été explorées selon deux
stratégies. La phénalénone a été fonctionnalisée avec des chaines grasses (acide stéarique)
dans I'objectif de former des micelles ou des vésicules photosensibles, permettant de mettre
en suspension des composés trés hydrophobes (donc avec une forte affinité pour les
membranes cellulaires) mais aussi de générer autour de ces nanoobjets des concentrations
trés élevées de ROS, bien plus toxiques que les mémes molécules en solution. Cette stratégie
est pour I'heure toujours au stade du développement, mais certains des dérivés synthétisés
ont montré une bonne capacité a former des arrangements supramoléculaires, seuls ou

mélangés a des phospholipides.

L’autre stratégie pour exploiter les propriétés antibactériennes repose sur le couplage de la

phénalénone avec des sels de triazolium, analogues aromatiques de sels d’ammonium
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quaternaires présentant 'avantage d’étre plus stables et dont les substitutions peuvent étre
modulées a I'envie pour améliorer la relation structure-activité. Cette stratégie inédite avec un
photosensibilisateur a permis d’aboutir a la production de plusieurs dérivés de phénalénone
exercant un puissant effet photoinhibiteur sur plusieurs souches bactériennes, en particulier
celles a Gram positif. En comparant avec la phénalénone antibactérienne de référence,
certains des composés se sont montrés beaucoup plus efficaces, avec des concentrations
minimales bien en de¢a du micromolaire. De plus amples études doivent étre menées pour
déterminer si ces dérivés exercent une activité photoinhinitrice ou photobactéricide, s’ils sont

toxiques ou non pour 'Homme, ou encore s’ils peuvent agir sur les biofilms.
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Chapitre VII. Matériel et méthodes

VII.1. Matériel

VII.1.1. Réactifs et solvants

Tableau 15. Liste des réactifs utilisés

Réactif Fournisseur Réactif Fournisseur
1-Acétonaphtone 98% Alfa Aesar Hydrogénosulfure de sodium Acros Organics
Acide acétique glacial Fischer N-Hydroxysuccinimide 98% Alfa Aesar

Acide bromhydrique 48% Alfa Aesar Hydroxyde de potassium Alfa Aesar
Acide chlorhydrique 37% VWR Hydroxyde de sodium Carlo Erba
Acide 6-maléimidohexanoique 90% Aldrich Hydrure de sodium (60% dans huile minérale) Alfa Aesar
Acide phosphorique 85% Prolabo lodure de cuivre 98% Sigma Aldrich
Acide sulfurique 95-98% VWR lodure de méthyle 99% Alfa Aesar
Acide trifluoroacétique Alfa Aesar lodure de tétrabutylammonium Aldrich
Acide undéc-10-ynoique 95% Aldrich 3-Isocyanopropyltriéthoxysilane Alfa Aesar
Alcool propargylique 99% Aldrich 3-Mercaptopropyltriméthoxysilane 95% Alfa Aesar
3-Aminopropyltriéthoxysilane Alfa Aesar Méthanolate de sodium 5 M dans CHzCl2 TCI
Ascorbate de sodium 98% Sigma Aldrich Naphtalene Prolabo
Azobisisobutyronitrile Sigma Aldrich B-Naphtol 98% Acros Organics
Azoture de benzyle Alfa Aesar Nitrate de fer nonahydraté 98% Aldrich
Azoture de sodium 99,5% Sigma Aldrich 3-Nitrobenzenesulfonate de sodium 95% TCI
Bicarbonate de sodium 99,9% Fischer Paraformaldéhyde 97% Alfa Aesar
N-BOC-propargylamine 98% Alfa Aesar Peroxyde d’hydrogéne 30% VWR
Carbonate de potassium Fischer Propargylamine 99% Acros Organics
3-Chloropropyltriméthoxysilane 97% Alfa Aesar Propiolate de méthyle 99% Aldrich
Chlorure d’adamantanecarbonyle 97% Alfa Aesar 2-Propynyl-tétra-O-acétyl-B-D-glucopyranose Acros Organics
Chlorure d’aluminium (Ill) 99% Alfa Aesar Sable de Fontainebleau VWR
Chlorure de cinnamoyle 97% Alfa Aesar Sulfate de cuivre pentahydraté -
Chlorure de potassium SDS Sulfate de magnésium anhydre Carlo Erba
Chlorure de stéaroyle 97% TCI Sulfite de sodium Prolabo
Cyanure de sodium 95% Prolabo (2,2,6,6-Tétraméthylpipéridin-1-yl)oxy 98% Alfa Aesar
Dicyclohexylcarbodiimide 99% Alfa Aesar Thioacétate de potassium 98% Alfa Aesar
Diisopropyl azodicarboxylate Alfa Aesar Thiocyanate de potassium 98,5% Alfa Aesar
Diisopropyléthylamine 99,5+% Acros Organics Tribromure de bore 1 M dans CH2Cl» Alfa Aesar
Formiate d’éthyle 97% Alfa Aesar Triéthylamine Carlo Erba
Glycérol 99+% Acros Organics Triphénylphosphine 99% Alfa Aesar




Tableau 16. Liste des solvants utilisés

Solvant Fournisseur
Acétone 99% VWR
Acétonitrile 99,95% VWR
Chloroforme VWR
Dichlorométhane VWR
Diméthylformamide 99,9% Carlo Erba

Diméthylformamide anhydre

Acros Organics

Dioxane SDS
Ethanol 96% VWR
Ether de pétrole VWR
Ether diéthyligue 100% VWR
Méthanol Fischer
Tétrahydrofurane Honeywell

Tétrahydrofurane anhydre

Acros Organics

Toluene 99,5%

Carlo Erba

Tertiobutanol

VWR

VII.1.2. Méthodes de purification

VII.1.2.1. Chromatographie sur couche mince analytiques (CCM)
Les CCM ont été réalisées sur des plaques de silice (Kieselgel 60 Fzs4 de 0,2 mm d’épaisseur,
Merck). L’observation se fait a la lumiére du jour ou sous irradiation UV (A = 256 nm ou A =

365 nm). Certains composés ont été révélés par pulvérisations d’agents révélateurs :

- solution d’orcinol sulfurique (préparée a partir de 100 mg d’orcinol dans 100 mL d’acide

sulfurique a 20%) et chauffage pour les réactions impliquant un sucre ;

- solution de ninhydrine (0,1% dans I'éthanol) et chauffage pour les réactions impliquant

une amine primaire (révélée pourpre/rouge) ou une amine secondaire (révélée

orangel/jaune) ;

- solution d’acide chromosulfurique (préparée a partir de 5 g de dichromate de potassium
dans 100 mL d’acide sulfurique concentré) puis chauffage comme agent de révélation

universel, particulierement utile pour les réactions impliquant des lipides.

VII.1.2.2. Chromatographie sur couche mince préparatives
Les plaques utilisées ont été préparée par suspension de silice (Kieselgel 60 PF2s4, Merck)
dans de I'eau a hauteur de 0,37 g de silice par g d’eau, puis étalement sur des plaques de

verre (20 cm x 20 cm) lavées a I'acétone sur une épaisseur d’environ 2 mm. Les plaques sont
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séchées a l'air libre 24 h, puis activée a 90 °C pendant minimum 3 h. L'observation avant
récupération de la silice se fait a la lumiére du jour ou sous irradiation UV (A = 256 nm ou A =
365 nm).

VI1.1.2.3. Chromatographie sur colonne de gel de silice
Les colonnes de gel de silice ont été préparée par suspension de silice 60 (Merck, 0,015—
0,040 mm) dans I'éluant adéquat. Le dépbt du produit & purifier a été réalisé par dépbt liquide
en solubilisant le produit dans le minimum de ce méme éluant, ou par dépbt solide en
adsorbant le produit sur du Florisil® (VWR, 60—-100 mesh).

VII.1.3. Analyses

VII.1.3.1. Point de fusion

La température de fusion a été mesurée sur un banc Kofler (LEICA VMHB) et les valeurs

indiquées sont données a + 1 °C, sans correction.

VI1.1.3.2. Spectroscopie RMN
Les spectroscopie RMN 'H et ¥C ont été réalisées sur un spectrométre RMN Bruker
Ascend™500 par le Dr. Yves Champavier. Les mesures de RMN H ont été réalisées a une
frégquence de 500 MHz, et les mesures RMN *C a 125 MHz. Les déplacements chimiques &
sont donnés en ppm par rapport au tétraméthylsilane (TMS). Les constantes de couplage J

sont données en hertz (Hz).
Abréviations : s = singulet ; d = doublet ; t = triplet ; g = quadruplet ; g°> = quintuplet ; dd =
double doublet ; dt = double triplet ; dg® = double quintuplet ; m = multiplet.

Solvants deutérés : CDCl; = Chloroforme deutéré () ; D-O = Eau lourde ( ) ; DMSO-ds =
Diméthylsulfoxyde deutéré ( ); CDsOD = Méthanol deutéré ( ); Acétone-ds = Acétone

deutérée ().

VI1.1.3.3. Spectroscopie UV-vis
Les spectres d’absorption UV-vis du Chapitre Il ont été réalisés sur un spectrophotométre UV-
vis a double faisceau (UV 3600 SHIMADZU) par I'équipe des Drs. Céline Frochot et Philippe

Arnoux (CNRS, Laboratoire Réactions et Génie des Procédeés, Université de Nancy).

Les autres spectres UV liquides ont été réalisés sur un spectrophotometre UV-vis a double
faisceau (AnalytikaJena SPECORD 210) en utilisant des cuves de quartz de 10 mm de
longueur. Pour les spectres d’absorption DRUV (UV sur solides), une sphére d’intégration

adaptée a ce méme spectrophotométre a été utilisée.

156



VI1.1.3.4. Spectroscopie de fluorescence - détermination des rendements
de production d’oxygéne singulet

VII.1.3.4.1. Détection de la fluorescence des PN et de la
phosphorescence de I'oxygéne singulet

Les spectres de fluorescence ont été réalisés sur un spectrofluorometre Fluorolog FL3-222
(Horiba) équipé d’'une lampe a xénon de 450 W, d’'un compartiment thermostaté a 25 °C, d’'un
photomultiplicateur d’UV-vis R928 (Hamamatsu) et d’un détecteur d’infrarouge InGaAs (DSS-
16A020L Electro-Optical System Inc). Le faisceau d’excitation a été diffracté par un
monochromateur SPEX double réseau (1200 raies/mm avec un réseau d’échelettes de 330
nm). L'oxygéne singulet a été détecté par l'intermédiaire d’'un monochromateur SPEX double
réseau (600 raies/mm avec un réseau d’échelettes de 1 um) équipé d’un filtre passe-haut (>
780 nm).

L’obtention des temps de vie a été effectuée par excitation avec une diode laser pulsée
émettant a 407 nm (LDH-P-C-400M, FWHM < 70 ps, 1 MHz), couplée a un pilote PDL 800-D
(PicoQuant GmbH), et a un détecteur constitué d’'une photodiode a avalanche SPCM-AQR-15
(EG & G, Vaudreuil, Canada) et d’'un filtre passe-haut (> 550 nm). Les acquisitions ont été
traitées par un module PicoHarp 300 avec un routeur PHR-800 4 (PicoQuant GmbH). Les
temps de vie ont été obtenus en considération avec la méthode de mesure des photons. 1000
signaux ont été accumulés et analysés en utilisant le logiciel TCSPC (Time Correlated Single
Photon Counting) (PicoQuant GmbH), basé sur la reconvolution itérative de I'algorithme de

Levensberg-Marquandt.

Les temps de vie de 'oxygéne singulet ont été obtenus par un spectrophotométre TEMPRO-
01 (Horiba Jobin Yvon,), composé d’'une source d’excitation a diode pulsée (415 nm,
SpectraLED-415), d’'un monochromateur d’émission (600 & 2000 nm) et d'un tube
photomultiplicateur infrarouge H10330-45 avec un refroidisseur thermoélectrique pour la
détection (Hamamatsu). L’appareillage est contrdlé par un compteur de photons FluoroHub-

B, une DataStation et par le logiciel DAS6 (Horiba Jobin Yvon).

L’ensemble de ces mesures ont été réalisés par I'équipe des Drs. Céline Frochot et Philippe

Arnoux (CNRS, Laboratoire Réactions et Génie des Procédés, Université de Nancy).

VII.1.3.4.2. Mise en évidence de la production d’oxygéne singulet
par le test a I’ergostérol

Enfin, le test de I'ergostérol mettant en évidence la production d’oxygéne singulet??’ a été
réalisé en dissolvant 15 mg d’ergostérol (EG) dans 35 mL d’éthanol 96% (ou CHCl. lorsque
le photosensibilisateur est insoluble dans ['éthanol). Par la suite, 0,5 a 2 mg de

photosensibilisateur (PS) sont dissous dans 2 mL de cette solution, et le tout est placé sous
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irradiation lumineuse et sous agitation. Des tubes témoins correspondant & EG+PS a
I'obscurité, EG a la lumiére, EG a I'obscurité, ainsi qu’'un mélange EG+PNCI a la lumiére sont
préparés en paralléle. Le suivi CCM de ces tubes (éluant CHCIs/MeOH 97,5:2,5), dont les
plaques sont révélées a lorcinol sulfurique, permet d'observer I'ergostérol et son

endoperoxyde.

VII1.1.3.5. Spectroscopie Infrarouge (IR)

Les spectres IR ont été réalisés avec des échantillons solides sur un spectrométre Frontier
(Perkin Elmer FTIR/NIR), et le nombre d’onde est donné en cm™.

VII.1.3.6. Spectrométrie de masse de basse résolution (MALDI)
Les spectres de masse basse résolution ont été réalisés sur un MALDI-TOF Axima confidence
SHIMADZU en mode réflectron positif avec le dithranol comme matrice par le Dr. Frédérique
Brégier (Laboratoire PEIRENE, Université de Limoges, France).

VII.1.3.7. Spectrométrie de masse de haute résolution (HRMS-ESI)
Les spectres de masse haute-résolution ont été réalisés sur un spectromeétre de masse Bruker
QTOF maXis couplé a une chromatographie liquide a séparation rapide Ultimate 3000 RSLC
system (Dionex) par le Dr. Cyril Colas (Institut de Chimie Organiqgue et Analytique, plateforme

Centre de Biophysique Moléculaire (FR2708), Université d’Orléans).

VII.1.3.8. Diffusion dynamique de la lumiére (DLS) et potentiel zéta
(potentiel Q)

Le DLS et le potentiel ¢ ont été réalisés sur un Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments) a une
température de 20 °C. Le DLS est analysé a un angle de 173°, et le potentiel  a une tension
de 150 V, et suit le modéle de Smoluchowski.
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VII.3. Syntheses

PNGIc-E
PNGlc-F
trisPN bisPN-B
PNGIc-B
PNGlc-C PNBn-C
PNGIc- \ bisPN-A J
PNGIc-A ~~ ~~PNBn-B
PNAda-B an PNBR-A

PNM
PNNHz-D  pNAda-C v
PNC1-B
PNNH.E \,\ PNP  PNPA 18
PNAda-A PNOEt
PNBOC-B \,\ PNOMe —__
PNOH

) PNN; < PNCI
PNBOC-C PNSol \

\ PNCHO
PNCg-A T PNSAC\«
PNBOC-A
), PN PNGly
PNNH,-
oA / N PNSPN
PNBr PNOAc

S

=)

PNNH,-B
PNNH2-C \/ PNSCN PNSH PNC1a-D
/ PNCN
PNMal-A  PNMal-B PNS
PNCOOMe PNG 1o F
PNC,g-C PNCOOH-A
PNCOOH-B
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VII.3.1. Synthése et fonctionnalisation de la PN

» Synthése de la 1H-phenalen-1-one (PN)
94
Méthode A : 10,4 g (72 mmol) de B-naphtol, 12,4 g (65 mmol) de p-nitrobenzénesulfonate de
sodium, 20 mL (270 mmol) de glycérol, 36 mL d’'H.SO. 96% et 24 mL d’eau sont mis a réagir
sous agitation vigoureuse dans un ballon de 500 mL a 140 °C. Aprés 1 h de réaction, le brut
réactionnel épais noir formé est versé délicatement dans de la glace. 250 mL d’eau sont
ensuite additionnés. Le mélange est laissé a reposer pendant 12 h a 4 °C, puis la solution est
filtrée. Le solide récupéré est extrait avec des petits volumes de toluéne suivi de I'évaporation

a sec des fractions récoltées. Aprés purification par colonne chromatographique (toluéne /
éther de pétrole 7:3), 2,85 g (15,8 mmol, 22%, Litt. 32%'3) de poudre jaune sont obtenus.

Méthode B classiqgue : 9,6 g (75 mmol) de naphtaléne et 12,49 g (75 mmol) de chlorure de

cinnamoyle sont dissous dans 75 mL de CHCl; et placés dans un bain glacé. 30 g d’AlICls
sont ajoutés lentement. La solution vire au rouge-noir. Le mélange est laissé sous agitation 20
min a 4 °C puis la température est montée a 40 °C a reflux pour 3 h. Le mélange est alors
versé délicatement dans 500 mL d’HCI 37% glacé sous agitation. La suspension obtenue est
filtrée, et le filtrat est versé dans un grand volume d’eau. Le précipité jaune formé est extrait

au CHClI, et évaporé pour donner 7,8 g (43,4 mmol, 58%, Litt. 68%%) de poudre jaune.

Méthode B adaptée au micro-onde : 3,2 g (25 mmol) de naphtaléne et 4,16 g (25 mmol) de

chlorure de cinnamoyle sont dissous dans 25 mL de CHCl,. Le mélange est refroidi et placé
dans un bain glacé, puis 10 g d’AICI; sont ajoutés lentement. La solution vire au rouge-noir.
Le mélange est laissé sous agitation 20 min a 4 °C puis le contenu du ballon est irradié par
micro-onde a 100 W pendant 12 min. Le mélange est alors versé délicatement dans 150 mL
d’'HCI 37% glacé sous agitation. La suspension obtenue est filtrée, et le filtrat est versé dans
un grand volume d’eau. Le précipité jaune formé est extrait au CH.Cl, et évaporé pour donner

2,8 g (14,5 mmol, 58%) de poudre jaune.

Méthode C : 5,1 mL (34 mmol) de 1-acétonaphtone, 5,6 mL (70 mmol) de formiate d’éthyle et
3 g (75 mmol) d’hydrure de sodium (dispersion a 60% dans une huile de paraffine) sont dissous
dans 100 mL d’éther diéthylique, puis 100 pL d’éthanol sont ajoutés. La solution est portée a
reflux (40 °C) et la réaction est laissée sous agitation pendant 1 h 30. Un précipité blanc se
forme. 50 mL d’eau sont alors ajoutés pour dissoudre le solide, et la phase aqueuse est

récupérée et lavée a I'éther diéthylique. 7 mL d’'HCI a 37% sont ajoutés lentement a la solution
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aqueuse, puis le précipité blanc formé est extrait a I'éther diéthylique. La phase organique est
séchée sur MgSO, et évaporée. Le résidu huileux est repris dans 3 mL de CH:Cl; puis 3 mL
d’'une solution d’H.SO, a 80% v/v est lentement ajoutée sous agitation vive. La solution est
diluée dans 250 mL d’eau puis le précipité jaune-orangé est extrait au CH2Cl,. La CCM
(CH2Cl,) indique la présence d’une impureté. Le produit est recristallisé dans un mélange éther
de pétrole/toluene (3:1) pour donner 3,52 g (20 mmol, 59%, Litt. 90%°%) de poudre jaune vif

pure.
MM = 180,21 g/mol.
Ti= 153 °C (Litt. : 153-156 °C®®).

RMN H (CDCls) : & (ppm) = 8.64 (dd, J = 1.1, 7.4 Hz, 1H), 8.21 (dd, J = 0.9, 8.0 Hz, 1H), 8.03
(d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.80 (d, J= 7.6 Hz, 1H), 7.76 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 7.76 (d, J = 9.6 Hz, 1H),
7.61(dd, J = 7.1, 8.2 Hz, 1H), 6.74 (d, J = 9.8 Hz, 1H).

RMN 3C (CDCl3) : & (ppm) = 185.67, 141.76, 134.89, 132.20, 131.92, 131.34, 130.38, 129.52,
129.28, 127.89, 127.59, 127.14, 126.64.

HRMS (ESI*), calculé pour CisHoO [M+H]* : 181.064791, trouvé 181.065003.
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» Synthése de la 2-(chloromethyl)-1H-phenalen-1-one (PNCI)

Cl
94

9,72 g de phénalénone (54 mmol), 29,7 g de paraformaldéhyde, 216 mL d’acide acétique
glacial et 135 mL d’acide phosphorique 85% sont placés dans un bicol de 1 L et le tout est mis
a chauffer a 110 °C jusqu’a solubilisation des solides. 144 mL d’HCI 37% sont alors ajoutés,
et les conditions sont maintenues encore 16 h. Aprés refroidissement a température ambiante,
le brut réactionnel noir est versé délicatement dans 500 mL de glace pilée, et le pH est
lentement augmenté avec de la soude 5 M jusqu’a ce qu’un solide noir surnage. Le mélange
est filtré, lavé avec une solution de NaHCO3; 1 M, et le produit est extrait avec des petits
volumes de dichlorométhane. Le solvant est évaporé et le résidu est purifié sur colonne
chromatographique (CH.Cl./Ether de pétrole 1:1) pour aboutir & une poudre jaune vif avec un
rendement de 51% (6,30 g, 27,5 mmol).

MM = 228,7 g/mol.
Ti= 142-144 °C.

RMN H (CDCls) : & (ppm) = 8.68 (dd, J = 1.1, 7.4 Hz, 1H), 8.22 (dd, J = 0.9, 8.0 Hz, 1H), 8.05
(d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.94 (s, 1H), 7.81 (m, 2H), 7.62 (dd, J = 7.1, 8.2 Hz, 1H), 4.68 (d, J = 0.9
Hz, 2H).

RMN 1C (CDClIs) : & (ppm) = 183.49, 140.29, 135.66, 135.17, 132.20, 132.06, 132.00, 130.92,
129.02, 127.31, 127.29, 127.21, 126.81, 41.39.

HRMS (ESI*), calculé pour C14H10CIO [M+H]* : 229.041469, trouvé 229.041619.
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» Synthése de l'acétate de (1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methyle (PNOAC)

\fo

94

332 mg de phénalénone (1,8 mmol), 1 g de paraformaldéhyde, 7,5 mL d’acide acétique glacial
et 4,6 mL d’acide phosphorique 85% sont placés dans un bicol de 50 mL et le tout est mis a
chauffer a 110 °C pendant 8h. Aprés refroidissement a température ambiante, le brut
réactionnel noir est versé délicatement dans 100 mL de glace pilée, et le pH est lentement
augmenté avec une solution de NaHCO3 5 M, et le solide est filtré. Ce solide est extrait avec
de petits volumes de dichlorométhane. Le solvant est évaporé et le produit est purifié sur
colonne chromatographique (CH.Cl./Ether de pétrole 1:1) pour aboutir & une poudre jaune vif
avec un rendement de 13% (61 mg, 0,24 mmol).

MM = 252,27 g/mol.
T¢=88 °C.

RMN *H (CDCls) : & (ppm) = 8.67 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 8.22 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.04 (d, J = 8.3
Hz, 1H), 7.80 (m, 3H), 7.62 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 5.2 (s, 2H), 2.17 (s, 3H).

RMN 2C (CDClIs) : & (ppm) = 184.05, 170.84, 139.54, 135.07, 134.34, 132.07, 132.00, 131.83,
130.71, 129.12, 127.28, 127.25, 126.77, 126.73, 61.58, 21.07.

HRMS (ESI*), calculé pour C16H1303 : 253.085921, trouvé 253.085795.
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» Synthése de la 2-(bromomethyl)-1H-phenalen-1-one (PNBr)

Br
Y

9,02 g (50 mmol) de PN, 27,5 g de paraformaldéhyde, 200 mL d’acide acétique glacial et
125 mL d’H3sPO4 85% sont mélangés et portés a 110 °C jusqu’a solubilisation des solides.
236 mL d’HBr 48% sont ajoutés et le tout est laissé & 110 °C pendant 17 h. Apres retour a
température ambiante, la solution acide noire est versée dans 500 mL de glace pillée. La
suspension obtenue est neutralisée, d’abord par NaOH 0,5 M puis par K.CO3 solide. Le produit
est extrait avec du CH.Cl, puis purifié par colonne chromatographique (CH:Cly/Ether de

pétrole 1:1) pour donner 5,05 g (18,5 mmol, 37%) de poudre jaune vif.
MM = 273,13 g/mol.
Ti=174 °C.

RMN H (CDCls) : & (ppm) = 8.69 (dd, J = 0.8, 7.5 Hz, 1H), 8.22 (d apparent, J = 8.1 Hz, 1H),
8.05 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.92 (s, 1H), 7.81 (m, 2H), 7.62 (dd, J = 7.4, 8 Hz, 1H), 4.56 (s, 2H).

RMN 3C (CDCl3) : & (ppm) = 183.32, 141.36, 136.36, 135.34, 132.52, 132.27, 132.20, 131.28,
129.25, 127.61, 127.56, 127.45, 127.01, 28.34.

HRMS (ESI*), calculé pour CiaH10BrO [M+H]* : 272.990953, trouvé 272.990960.
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» Synthése de la 2-(azidomethyl)-1H-phenalen-1-one (PNNs)

3,42 g (15 mmol) de PNCI sont mis en présence de 19,5 g de NaN3 (300 mmol) dans 1,08 L
de méthanol et 120 mL d’eau. Le tout est laissé sous agitation pendant 12 h a température
ambiante. Le méthanol est évaporé, et le composé est extrait au CH,Cl,, puis le solvant est
évaporé. Le résidu est purifié par chromatographie sur colonne (CH.CI./EP 1:1). Le produit est
obtenu sous la forme d’'une poudre de couleur jaune avec un rendement de 93% (3,28 g,
14 mmol).

MM = 235,25 g/mol.
T¢= 95-98 °C.

RMN H (CDCls) : & (ppm) = 8.68 (dd, J = 0.9, 7.4 Hz, 1H), 8.24 (d apparent, J = 8.0 Hz, 1H),
8.06 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.82 (m, 3H), 7.63 (dd, J = 7.2, 8.1 Hz, 1H), 4.46 (s, 2H).

RMN 3C (CDCls) : & (ppm) = 184.21, 139.21, 135.22, 134.30, 132.09, 132.08, 131.90, 130.82,
129.00, 127.28, 127.26, 127.18, 126.83, 50.05.

HRMS (ESI*), calculé pour CiaH1oNsO [M+H]* : 236.081838, trouvé 236.081868.
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» Synthése du 2-(1-oxo-1H-phenalen-2-yl)acetonitrile (PNCN)
NC
94
228 mg (1 mmol) de PNCI et 1,02 g (20 mmol) de NaCN sont dissous dans 100 mL d’éthanol
et laissés sous agitation a température ambiante pendant 20 min. La solution prend alors une
coloration verte. L’éthanol est évaporé, et le brut repris dans du CHCI; puis lavé a I'eau (2 x
200 mL). La phase organique est séchée sur MgSQ., filtrée et le milieu est [égerement acidifié
par 3 mL d’acide acétique. Le solvant et I'acide sont évaporés et le résidu est purifié sur

plagues préparatives (CHCIs/MeOH 98:2) pour donner 42 mg (0,19 mmol, 19%) de poudre
jaune.

MM = 219,24 g/mol
Tr=136 °C

RMN H (CDCls) : & (ppm) = 8.68 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 8.27 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.09 (d, J = 8.3
Hz, 1H), 7.99 (s, 1H), 7.86 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 7.83 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.66 (dd, J = 7.4, 8.3
Hz, 1H), 3,78 (s, 2H).

RMN 3C (CDCl3) : & (ppm) = 183.03, 139.29, 135.59, 132.49, 132.27, 132.07, 131.16, 129.42,
128.46, 127.40, 127.11, 126.97, 126.75, 117.53, 18.87.
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» Synthése de la 2-(thiocyanatomethyl)-1H-phenalen-1-one (PNSCN)

N

S
94

228 mg (1 mmol) de PNCI et 485 mg (5 mmol) de thiocyanate de potassium sont dissous dans
62 mL de méthanol et le tout est agité a température ambiante pendant 48 h. Une fois le
solvant évaporé, le brut est repris dans un minimum de chloroforme. La phase organique est
séparée des sels résiduels par filtration puis le solvant évaporé et le résidu est purifié sur
plagues de silice (CH2CIo/EP 55 : 45). Une poudre jaune est obtenue avec un rendement de
47% (117 mg, 0,47 mmaol).

MM = 251,3 g/mol
Ti=135°C

RMN H (CDCls) : & (ppm) = 8.57 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 8.50 (d, J = 8 Hz, 1H), 8.30 (d, J = 8.3
Hz, 1H), 8.20 (s, 1H), 8.12 (d, J = 7 Hz, 1H), 7.94 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.78 (dd, J = 7.4, 8 Hz,
1H), 4,29 (s, 2H).

RMN 2C (CDCls) : & (ppm) = 182.24, 141.49, 135.89, 133.29, 133.17, 132.81, 131.72, 130.48,
127.99, 127.56, 127.35, 126.42, 126.19, 113.12, 32.62.

HRMS (ESI*), calculé pour C1sH10NOS [M+H]* : 252.047761, trouvé 252.047774.
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Synthése de la 2-(ethoxymethyl)-1H-phenalen-1-one (PNOEt)

N

O
94

228 mg (1 mmol) de PNCI sont dissous dans une solution de potasse éthanolique et agités
pendant 10 min & température ambiante. La solution est alors neutralisée avec de I'HCI a 10%,
et 'éthanol est évaporé. Le liquide résiduel est extrait au CHCI3, puis lavé a I'eau, séché et le
solvant est évaporé. Le résidu est purifié sur plaques chromatographiques (CH2CI/EP 3:1)
pour donner un liquide visqueux qui cristallise lentement dans I'éther de pétrole. Une poudre
jaune est obtenue avec un rendement de 31% (75 mg, 0,31 mmol).

MM = 238,29 g/mol
T¢ = 68°C

RMN 'H (Acetone-de) : & (ppm) = 8.55 (dd, J = 1.0, 7.4 Hz, 1H), 8.39 (dd, J = 0.4, 8.0 Hz,
1H), 8.18 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.98 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 7.90 (m, 1H), 7.87 (t, J = 7.7 Hz, 1H),
7.70 (dd, J = 7.2, 8.2 Hz, 1H), 4.50 (d, J = 1.3 Hz, 2H), 3.68 (g, J = 7.0 Hz, 2H), 1.28 (t, J = 7.0
Hz, 3H).

RMN 13C (Acetone-de) : & (ppm) = 184.41, 138.17, 137.67, 135.91, 133.29, 132.36, 132.28,
130.53, 130.10, 128.69, 128.10, 128.06, 127.78, 67.76, 67.11, 15.68.

HRMS (ESI*), calculé pour C16H1502 [M+H]" : 239.106656, trouvé 239.106615.
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» Synthése de la 2-(methoxymethyl)-1H-phenalen-1-one (PNOMe)

912 mg (4 mmol) de PNCI et 4 mL (20 mmol) de solution de méthanolate de sodium (5 M dans
CH.Cl,) sont mélangés dans 40 mL de MeOH et 20 mL de CH.Cl,. Aprés 20 min d’agitation a
température ambiante, le milieu est par la suite neutralisé par du HCI concentré, filtré puis
évaporeé. Le résidu est purifié sur colonne (CHCls/MeOH 99 :1) pour donner 822 mg (3,6 mmol,
92%) de poudre jaune.

MM = 224,26 g/mol
Ti=86 °C

RMN H (CDCls) : & (ppm) = 8.64 (dd, J = 0.8, 7.4 Hz, 1H), 8.20 (d apparent, J = 8.0 Hz, 1H),
8.00 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.82 (s, 1H), 7.77 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.77 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 7.59
(dd, J = 7.3, 8.0 Hz, 1H), 4.55 (d, J = 1.2 Hz, 2H), 3.56 (s, 3H).

RMN *3C (CDCls) : & (ppm) = 184.44, 137.30, 136.72, 134.91, 132.03, 131.39, 131.33, 130.39,
129.21, 127.72, 127.07, 127.01, 126.79, 69.37, 59.02.

HRMS (ESI*), calculé pour CisH1302 [M+H]*" : 225.091006, trouvé 225.091224.
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» Synthése de la 2-(hydroxymethyl)-1H-phenalen-1-one (PNOH)

HO
94

1,64 g (7,2 mmol) de PNOMe sont dissous dans 35 mL de CH-Cl, et 10 mL (10 mmol) de BBrs;
(2 M dans CHCl,) sont lentement ajoutés. La solution orange est agitée pendant 1 h 30 a
température ambiante. 35 mL de HCI 1 M sont ajoutés et la phase organique jaune résultante
est récupérée, lavée a I'eau puis a la saumure, séchée sur MgSO, et évaporée. Le résidu est
purifié sur colonne chromatographique (CHCIls/MeOH 98:2 puis 96,5:3,5) pour donner 1,33 g
(6,33 mmol, 88%) de poudre jaune vif.

MM = 210,23 g/mol
Ti =127 °C

RMN H (CDCls) : & (ppm) = 8.63 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 8.21 (d, J = 8 Hz, 1H), 8.01 (d, J = 8.3
Hz, 1H), 7.79 (dd, J = 7.4, 8.3 Hz, 1H), 7.77 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.73 (s, 1H), 7.60 (t, J = 7.6
Hz, 1H), 4.72 (s, 2H), 3.03 (s, 1H).

RMN 2C (CDClIs) : & (ppm) = 185.88, 138.31, 137.97, 135.26, 132.01, 131.79, 131.77, 130.59,
129.13, 127.44, 127.15, 127.08, 126.83, 62.29.

HRMS (ESI*), calculé pour C14H1102 [M+H]" : 211.075356, trouvé 211.074947.
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» Synthése du 1-oxo-1H-phenalene-2-carbaldehyde (PNCHO)

210 mg (1 mmol) de PNOH, 40 mg (0,1 mmol) de TEMPO, 16 mg (0,1 mmol) de nitrate de fer
nonahydraté et 7,9 mg (0,1 mmol) de KCI sont mis en présence de 7 mL de CHCl,, et placés
sous agitation et sous argon a température ambiante. La CCM (CHCIs/MeOH 95:5) permet le
suivi de la réaction. Aprées 18 h, la solution est filtrée sur célite, évaporée et le brut est purifié
sur colonne (éluant : CHCIls/MeOH 98:2) pour donner 120 mg (0,58 mmol, 58%) d’une poudre

jaune terne qui noircit au cours du temps.
MM = 208,22 g/mol
Ti=224°C

RMN *H (CDCls) : & (ppm) = 10.57 (s, 1H), 8.72 (dd, J = 0.8, 7.4 Hz, 1H), 8.42 (s, 1H), 8.28
(d, J=8.0, 1H), 8.19 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.04 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.87 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.70
(dd, J = 7.4, 8.0 Hz, 1H).

RMN 2C (CDClIs) : & (ppm) =190.51, 184.20, 144.44, 136.00, 135.64, 134.90, 132.19, 131.65,
131.27, 129.86, 128.59, 127.78, 127.15, 126.27.
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» Synthése du (1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methanesulfonate de sodium (PNS)

NaD @o3s

‘T

273 mg (1 mmol) de PNBr, 504 mg (4 mmol) de sulfite de sodium et 369 mg (1 mmol) d’iodure
de tetrabutylammonium sont dissous dans un mélange CHCIls/MeOH/H,0 (8:1:1) et agités
vigoureusement a température ambiante pendant 6 h. Le solvant est alors évaporé, et le résidu
est adsorbé sur Florisil® et purifié par colonne chromatographique (de CHCls/MeOH 7:3 a
CHCI3/MeOH/H20 6:4:1) pour donner 295 mg (0.99 mmol, 99%) de poudre jaune mat tres

soluble dans 'eau.
MM = 296,27 g/mol
Ti=> 260 °C

RMN *H (CDsOD) : & (ppm) = 8.64 (dd, J = 0.9, 7.4 Hz, 1H), 8.36 (d apparent, J = 7.6 Hz, 1H),
8.16 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.15 (s, 1H), 7.94 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 7.85 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.69
(dd, J = 7.2, 8.2 Hz, 1H), 4.22 (s, 2H).

RMN *C (CDzOD) : & (ppm) = 185.92, 144.27, 136.81, 133.71, 133.67, 133.47, 132.89,
132.14, 130.38, 129.00, 128.43, 128.38 (2C), 51.10.

HRMS (ESI"), calculé pour C14Hs04S [M] : 273.022703, trouvé 273.022380.
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» Synthése de la 2-((prop-2-yn-1-ylamino)methyl)-1H-phenalen-1-one (PNPA)

\
HN
o4
0,912 g (4 mmol) de PNCI, 1 mL (16 mmol) de propargylamine, 50 mL d’acétonitrile, 0,8 mL
d’eau et 2,74 g (20 mmol) de K,CO3 sont mis a réagir sous agitation pendant 48 h a 80 °C.
Aprés retour a température ambiante, I'acétonitrile est évaporé et le résidu est purifié sur

plagues de silice (CHCIs/EtOH 95:5) pour obtenir une huile visqueuse avec un rendement
32,5 % (320 mg, 1,3 mmol).

MM = 247,30 g/mol

RMN H (DMSO-ds) : & (ppm) = 8.51 (dd, J = 0.9, 7.2 Hz, 1H), 8.44 (d apparent, J = 7.5 Hz ,
1H), 8.20 (d, J = 8.1 Hz , 1H), 8.00 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 7.91 (d, J = 8.8 Hz , 1H), 7.89 (d, J =
7.7Hz ,1H),7.72(dd, J= 7.2, 8.1 Hz , 1H), 3.72 (d, J = 0.7 Hz, 2H), 3.44 (d, J = 2.4 Hz , 2H),
3.10 (t, J=2.3 Hz, 1H) (Proton du NH non détecté).

RMN 13C (DMSO-ds) : & (ppm) = 183.93, 137.56, 137.44, 135.14, 131.60, 131.51, 131.28,
129.70, 128.43, 127.21, 127.15, 127.06, 125.97, 82.86, 73.72, 46.06, 37.15.
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» Synthése de la 2-((prop-2-yn-1-yloxy)methyl)-1H-phenalen-1-one (PNP)

5 g (21,8 mmol) de PNCI, 5 mL (87,2 mmol) d’alcool propargylique, 220 mL de CHxCl,, 1,1 g
(2,97 mmol) d’iodure de tétrabutylammonium et 220 mL de NaOH 5 M sont mis a réagir sous
agitation pendant 24 h. Une fois la réaction terminée, 250 mL de CH.Cl, sont ajoutés, la phase
organique est récupérée, lavée a I'eau, séchée, évaporée et le brut est purifié sur colonne de
gel de silice (CH2Cl,) pour donner 4,63 g (18,6 mmol, 86%) de poudre jaune.

MM = 248,28 g/mol.
T¢ =130 °C.

RMN H (CDCls) : & (ppm) = 8.65 (dd, J = 1.0, 7.3 Hz, 1H), 8.21 (dd, J = 0.5, 7.9 Hz, 1H), 8.01
(d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.86 (s, 1H), 7.79 (s, 1H), 7.78 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.60 (dd, J = 7.2, 8.1
Hz, 1H), 4.70 (d, J = 1.3 Hz, 2H), 4.36 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 2.50 (t, J = 2.3 Hz, 1H).

RMN 3C (CDCls) : & (ppm) = 184.3, 137.83, 136.14, 134.96, 132.04, 131.53, 131.49, 130.46,
129.18, 127.62, 127.11, 127.07, 126.80, 79.62, 74.82, 66.79, 58.42.

HRMS (ESI"), calculé pour C17H130, [M+H]* : 249.091006, trouvé 249.091015.
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» Synthése de la 2,2'-(thiobis(methylene))bis(1H-phenalen-1-one) (PNSPN)

228 mg (1 mmol) de PNCI sont dissous dans 10 mL de DMF, puis 280 mg (5 mmol) de NaSH
sont ajoutés. Aprés 10 min, tout le réactif est consommé. Le solvant est évaporé et le brut est
repris dans du CHCI; et filtré. Le solvant est évaporé puis le brut est purifié sur plagues

chromatographiques pour donner 28 mg (0,07 mmol, 7%) de poudre jaune.
MM = 418,10 g/mol
Ti =200 °C

RMN *H (CDCls) : & (ppm) = 8.53 (dd, J = 0.7, 7.2 Hz, 2H), 8.07 (d apparent, J = 7.8 Hz, 2H),
7.87 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.83 (s, 2H), 7.67 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.64 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.48
(dd, J=7.2, 8.1, 2H), 3,82 (s, 4H)

RMN 3C (CDCls) : & (ppm) = 184.31 (2C), 139.34 (2C), 136.76 (2C), 134.64 (2C), 131.78
(2C), 131.21 (2C), 131.19 (2C), 130.56 (2C), 129.12 (2C), 127.59 (2C), 126.89 (2C), 126.85
(2C), 126.62 (2C), 30.86 (2C).

HRMS (ESI*), calculé pour CzsH190,S [M+H]* : 419.110027, trouvé 419.110201.
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» Synthése de la S-((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methyl)ethanethioate (PNSAc)

\fo

94

1,027 g (4,5 mmol) de PNCI et 771 mg (6,75 mmol) de thioacétate de potassium sont dissous
dans 112 mL de méthanol et placés sous agitation 4h a température ambiante sous argon. Le
solide formé est filtré, puis le filtrat est évaporé. Le brut est alors purifié sur colonne
chromatographique (CH2Clz) pour donner 927 mg (3,46 mmol, 77%) de poudre jaune.

MM = 268,33 g/mol.
T¢= 105 °C.

RMN *H (CDCls) : & (ppm) = 8.65 (dd, J = 0.9, 7.3 Hz, 1H), 8.20 (d apparent, J = 7.75 Hz, 1H),
8.00 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.91 (s, 1H), 7.79 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.78 (d, 7.25 Hz, 1H), 7.58 (dd,
J=7.35,8.1 Hz, 1H), 4.10 (s, 2H), 2.33 (s, 3H).

RMN 2C (CDCls) : & (ppm) = 195.99, 184.25, 139.99, 136.10, 135.03, 132.02, 131.72, 131.70,
130.83, 129.07, 127.57, 127.20, 127.16, 126.78, 30.46, 28.46.

HRMS (ESI*), calculé pour C16H1302S [M+H]* : 269.063077, trouvé 269.063190.
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» Synthése de la 2-(mercaptomethyl)-1H-phenalen-1-one (PNSH)

HS
94

100 mL de méthanol sont placés sous bullage d’argon pendant 20 min. 532 mg (2 mmol) de
PNSAc sont ajoutés et le bullage laissé 10 min supplémentaires, puis 1,106 g (8 mmol) de
K2CO3 sont ajoutés. La réaction est maintenue ainsi sous agitation pendant 3 h a température
ambiante. La solution vire doucement a l'orange. Une solution d’HCI méthanolique est
préparée et dégazée par bullage d’argon. Au bout des 3h de réaction, la solution d’'HCI est
ajoutée lentement jusqu’a ce que la couleur de la solution vire au jaune. La solution est
évaporée et purifiee sur colonne (CH»Cly) pour donner 347 mg (1,53 mmol, 77%) de poudre
jaune vif qui devient orange en milieu basique. Le produit est conservé sous argon a -22 °C

pour limiter 'oxydation du thiol.
MM = 226,29 g/mol
Tr=95°C

RMN H (CDCls) : & (ppm) = 8.67 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 8.21 (d, J = 8.1, 1H), 8.01 (d, J = 8.3
Hz, 1H), 7.78 (m, 3H), 7.60 (dd, J = 7.3, 8.0 Hz, 1H), 3.75 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 2.12 (t, J = 8.3
Hz, 1H).

RMN 3C (CDCls) : & (ppm) = 184.11, 139.37, 138.47, 134.99, 132.03, 131.58, 131.29, 130.80,
129.20, 127.65, 127.20, 127.13, 126.77, 24.00.

HRMS (ESI*), calculé pour C14H1:0S [M+H]* : 227.052512, trouvé 227.052037.
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» Synthése du tert-butyl((1-((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)ymethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methyl)carbamate (PNBOC-A)

1,45 g (6,16 mmol, 1 éqg.) de PNN3, 1,25 g (6,47 mmol, 1,05 éq.) d’N-BOC-propargylamine, 38
mg (0,12 mmol, 0,02 éq.) de Cul, 52 mg (70 pL, 0,12 mmol, 0,02 éqg.) de DIPEA et 24 mg (22,8
uL, 0,24 mmol, 0,04 éq.) d’acide acétique sont placés dans un erlenmeyer avec un minimum
de CH.CI, (~20 mL). Le tout est agité 20 min a température ambiante jusqu’a obtention d’'une
pate jaune épaisse. Le brut est purifié sur une courte colonne chromatographique
(CHCIs/MeOH 9:1) pour obtenir une poudre jaune avec un rendement de 99% (2,40 g,
6,15 mmol).

MM = 390,44 g/mol
Ts=174 °C

RMN !H (CDCl3) : & (ppm) = 8.67 (dd, J = 0.8, 7.4 Hz, 1H), 8.24 (d apparent, J = 8 Hz, 1H),
8.06 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.82 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.77 (m, 2H), 7.70 (s, 1H), 7.62 (dd, J = 7.3,
8 Hz, 1H), 5.55 (s, 2H), 5.08 (s, 1H), 4.41 (d, J = 5.4 Hz, 2H), 1.42 (s, 9H)

RMN 23C (CDCls) : & (ppm) = 183.83, 155.77, 145.55, 141.10, 135.55, 133.52, 132.68, 132.65,
132.05, 131.08, 128.84, 127.37, 127.34, 126.90, 126.82, 122.96, 79.65, 48.91, 36.29, 28.38
(3C).

HRMS (ESI"), calculé pour C2H23N4O3 [M+H]* : 391.176467, trouvé 391.176309.
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» Synthése du trifluoroacétate de 4-(ammoniomethyl)-1-((1-oxo-1H-phenalen-2-
yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-ium (PNNH2-A)

® ©
H,N® HNZN  2CF,C00

e
o4

2,65 g (6,78 mmol) de PNBOC-A est déprotégée par un mélange toluene/TFA 8:2 pendant 1 h
a température ambiante. Aprés évaporation du solvant et de I'acide, le produit est précipité
dans I'éther et séché sous vide pour donner une poudre jaune avec un rendement quasi-
guantitatif (3,49 g ; 6,73 mmol).

MM = 518,37 g/mol
T: =110 °C (dég.)

RMN *H (D20) : & (ppm) = 8.23 (s, 1H), 7.76 (d, = 7.4 Hz, 1H), 7.74 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.62
(d, J=8.2 Hz, 1H), 7.38 (s, 1H), 7.35(d, J = 7.0 Hz, 1H), 7.28 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.25 (t, J =
7.6 Hz, 1H), 5.29 (s, 2H), 4.41 (s, 2H) (Protons de 'amine non détectés en raison d’un échange
avec le D;0).

RMN 13C (D20) : & (ppm) = 184.40, 163.27 (q, J = 35 Hz, 2C), 143.28, 139.63, 136.46, 134.13,
133.61, 130.81, 130.69, 126.86, 126.77, 126.61, 126.09 (2C), 125.09, 125.00, 117.78 (d
apparent, J = 293 Hz, 2C), 49.45, 34.02.

HRMS (ESI"), calculé pour C17H1sN4O [M-H]* : 291.124038, trouvé 291.124107.
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» Synthése du chlorure de 4-(ammoniomethyl)-1-((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methyl)-1H-
1,2,3-triazol-1-ium (PNNH2-B)

2 Cl

462 mg (1,18 mmol) de PNBOC-A sont mis en présence de 15 mL de dioxane et 5 mL de HCI
37% sous agitation pendant 2 h a température ambiante Le solvant et I'acide sont évaporés.
Le brut est repris dans un minimum du méthanol puis 100 mL d’éther diéthylique sont ajoutés.
Le précipité jaune est filtré et séché sous vide pour donner une poudre trés soluble dans I'eau

avec un rendement quasi-quantitatif (428 mg, 1,18 mmol).
MM = 363,24 g/mol.
Ti = 151°C (dég.).

RMN H (D20) : & (ppm) = 8.26 (s, 1H), 7.75 (dd, J = 1, 7.5 Hz, 1H), 7.74 (d, J = 8 Hz, 1H),
7.63 (d, J = 8 Hz, 1H), 7,38 (s, 1H), 7.34 (d, J = 7.34 Hz, 1H), 7.28 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.25
(dd, J=7.2, 0.8 Hz, 1H), 5.30 (s, 2H), 4.44 (s, 2H) (Protons de I'amine non détectés en raison
d’un échange avec le D;0).

RMN 3C (D.0) : & (ppm) = 184.39, 143.26, 139.65, 136.48, 134.14, 133.62, 130.82, 130.70,
130.67, 126.87, 126.78, 126.60, 126.18, 125.07, 125.00, 49.48, 34.04.

HRMS (ESI*), calculé pour Ci7H1sN4O [M-H]* : 291.123866, trouvé 291.124038.
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» Synthése du chlorure de (1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methanaminium (PNNH:-C)

S
N® Cl

o4

1,046 g (4,45 mmol) de PNN3 et 1,34 g (5,12 mmol) de triphénylphosphine sont dissous dans

H3

215 mL de THF, et 256 pL d’eau sont ajoutés. Le tout est laissé 12 h a 70 °C. Le solvant est
évaporé, et le brut est purifié sur colonne (éluant : CHCls/MeOH 98:2 puis 95:5) pour donner
une huile trés visqueuse. Le produit est protoné par ajout de 3 mL d’HCI 37% puis évaporé
pour donner 1,02 g (4,15 mmol, 93%) de poudre jaune.

MM = 245,5 g/mol
Tr = 210 °C (dég.)

RMN !H (CDsOD) : & (ppm) = 8.66 (dd, J = 1.1, 7.4 Hz, 1H), 8.41 (dd, J = 0.8, 8.1 Hz, 1H),
8.24 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.13 (s, 1H), 8.03 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 7.90 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.74
(dd,J=7.1, 8.2 Hz, 1H), 4.14 (s, 1H) (Protons de 'amine non détectés en raison d’'un échange
avec le D20).

RMN 23C (CDsOD) : & (ppm) = 185.91, 144.40, 137.54, 134.90, 134.71, 133.79, 132.43,
132.19, 129.89, 128.77, 128.60, 128.54, 127.98, 40.77.

HRMS (ESI*), calculé pour C14H12NO [M+H]* : 210.091340, trouvé 210.091153.
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» Synthése de [lacide 9-(1-((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)nonanoique (PNCOOH-A)

HOOC N=nN

118 mg (0,5 mmol) de PNN3, 91 mg (0,5 mmol) d’acide 10-undécynoique, 19,6 mg d’ascorbate
de sodium (0,1 mmol) et 2,5 mg (0,01 mmol) de sulfate de cuivre pentahydraté sont dissous
dans 100 mL d’un mélange méthanol/eau 8:2 et mis sous agitation pendant 48 h a température
ambiante. Le solvant est par la suite évaporé, le résidu est repris dans un minimum de
CHCI3/MeOH et purifié sur plagues préparatives (éluant : CH,CIL/EP 1:1). Une poudre jaune
moyennement soluble dans la plupart des solvants est obtenue avec un rendement de 58%
(2121 mg, 0,29 mmol).

MM = 417,21 g/mol
Ts = 145 °C.

RMN H (DMSO-ds) : & (ppm) = 8.53 (dd, J = 0.8, 7.5 Hz, 1H), 8.47 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 8.26
(d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.03 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 7.92 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.90 (d, J = 7.4 Hz, 1H),
7.82 (s, 1H), 7.73 (dd, J = 7.4, 8 Hz, 1H), 5.49 (s, 2H), 2.60 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.09 (m, 2H),
1.56 (q, J = 7.5 Hz, 2H), 1.44 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.23 (m, 8H).

RMN 3C (DMSO-ds) : & (ppm) = 182.72, 175.14, 146.88, 140.50, 135.68, 133.60, 132.85,
132.48, 131.61, 130.19, 128.09, 127.44, 127.22, 126.28, 122.32, 48.02, 34.64, 28.83, 28.67,
28.63, 28.58, 28.48, 24.93, 24.85. (1C aromatique manquant)

Masse : HRMS (ESI*), calculé pour CzsH2sN3O3 [M+H]* : 418.212518, trouvé 418.212673.
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» Synthése du 1-((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazole-4-carboxylate de
méthyle (PNCOOMe)

299 mg (1,27 mmol) de PNN3, 115 pL (1,28 mmol) de propiolate de méthyle, 7,6 mg (40 pumol)
de Cul, 14 pL (80 pmol) de DIPEA et 4,6 uL (80 umol) d’acide acétique sont dissous dans
4 mL de CHCl, et le tout est laissé 1 h 30 a température ambiante sous agitation. La solution,
limpide au départ, devient jaune vif du fait de la formation d’un précipité. La CCM indique que
le produit est quasiment pur. Les derniéres impuretés sont éliminées par filtration du produit
sur une petite colonne de silice (éluant CHCIs puis CHCIls/MeOH 99:1) pour donner 401 mg
(1,26 mmol, 99%) de poudre jaune.

MM = 319,32 g/mol
T¢ =207 °C

RMN H (CDCls) : & (ppm) = 8.68 (dd, J = 0.9, 7.4 Hz, 1H), 8.41 (s, 1H), 8.25 (d, J = 7.8 Hz,
1H), 8.09 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.63 (m, 3H), 7.63 (dd, J = 7.3, 8.1 Hz, 1H), 5.62 (s, 2H), 3.93
(s, 3H).

RMN C (CDClIs) : & (ppm) = 183.87, 161.22, 142.02, 140.10, 135.79, 133.08, 133.03, 132.76,
132.14, 131.29, 128.91, 128.83, 127.52, 127.47, 127.03, 126.69, 52.18, 49.52.

HRMS (ESI"), calculé pour C1gH14N303 [M+H]* : 320.102968, trouvé 320.103102.
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» Synthése du chlorure de 4-carboxy-1-((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methyl)-1H-1,2,3-
triazol-1-ium (PNCOOH-B)

700 mg (2,19 mmol) de PNCOOMe sont dissous dans 40 mL d’un mélange HCI 37%/Dioxane
1:1 et portés a 70 °C pendant 4 h sous agitation. Par la suite, le milieu est versé dans 500 mL
d’eau, et le précipité jaune formé est filtré sur Blichner. Le solide est redissous dans 250 mL
de CHCI3/MeOH 9:1, séché sur MgSO, et le solvant est évaporé (une cristallisation a I'éther

diéthylique peut s’avérer nécessaire) pour donner 677 mg (1,98 mmol, 90%) de poudre jaune.
MM = 341,75 g/mol.
T: = 140 °C (dég.).

RMN H (DMSO-ds) : & (ppm) = 13,06 (s, 1H), 8.75 (s, 1H), 8.51 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 8.47 (d,
J =8.0 Hz, 1H), 8.27 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.07 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 7.93 (s, 1H), 7.91 (t, J = 7.7
Hz, 1H), 7.74 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 5.61 (s, 2H).

RMN 3C (DMSO-de) : & (ppm) = 182.78, 161.65, 141.11, 139.59, 135.83, 133.18, 132.88,
132.71, 131.67, 130.30, 129.65, 128.11, 127.51, 127.30, 126.39, 126.29, 48.81.

HRMS (ESI*), calculé pour C17H12N303 [M+H]* : 306.087318, trouvé 306.087284.
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VII.3.2. Synthése des phénalénones portant un maléimide
» Synthése du 6-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)-N-((1-((1-oxo-1H-phenalen-2-
yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)hexanamide (PNMal-A)

O

Q
|
0 \’&N

94

211 mg (1 mmol) d’acide 6-maléimidohexanoique, 172 mg (1,5 mmol) de NHS et 209 mg (1,5
mmol) de DCC sont placés sous argon et dissous dans 5 mL de DMF anhydre. Le tout est
laissé 24 h a température ambiante sous agitation. Des cristaux de dicyclohexylurée se
forment progressivement. Le solide est éliminé par filtration, puis le solvant est évaporé et le
résidu est repris dans 5 mL de CHCl,. 363 mg (1 mmol) de PNNH2-B et 520 uL (3 mmol) de
DIPEA dissous dans 10 mL de CH,Cl, anhydre sont ajoutés au goutte a goutte. La solution
est agitée pendant 8 h sous argon a température ambiante. Aprés évaporation du solvant, le

résidu est repris dans un minimum de mélange CHCIls/MeOH, puis purifié sur colonne
(CHCI3/MeOH 9:1) pour donner 346 mg (0,49 mmol, 49%) de poudre jaune.

MM = 707,79 g/mol
T¢=130-131 °C

RMN *H (CDClg) : & (ppm) = 8.67 (dd, J = 0.8, 7.3 Hz, 1H), 8.25 (d apparent, J = 8.0 Hz, 1H),
8.07 (d, J=8.2 Hz, 1H), 7.83 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.78 (s, 1H), 7.78 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.71 (s,
1H), 7.63 (dd, J = 7.2, 8.1 Hz, 1H), 6.66 (s, 2H), 6.19 (t, J = 4.4 Hz, 1H), 5.55 (s, 2H), 4.51 (d,
J=5.5Hz, 2H), 3.49 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.19 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.68 (q°, J = 7.6 Hz, 2H), 1.60
(95, J = 7.5 Hz, 2H), 1.31 (g5, J = 7.6 Hz, 2H).

RMN 13C (CDCls) : & (ppm) = 183.79, 172.61, 170.82 (2C), 144.72, 141.20, 135.56, 134.04
(2C), 133.41, 132.71, 132.66, 132.05, 131.11, 128.83, 127.41, 127.34, 126.91, 126.81, 123.19,
48.98, 37.59, 36.24, 35.03, 28.22, 26.28, 24.94.

HRMS (ESI"), calculé pour C27H26Ns04 [M+H]* : 484.197931, trouvé 484.197613.
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» Synthése du  6-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)-N-((1-oxo-1H-phenalen-2-
yl)methyl)hexanamide (PNMal-B)

682 mg (3,23 mmol) d’acide 6-maléimidohexanoique, 555 mg (4,84 mmol) de NHS et 799 mg
(3,88 mmol) de DCC sont placés sous argon et dissous dans 20 mL de DMF anhydre. Le tout
est laissé 8 h a température ambiante sous agitation. Des cristaux de dicyclohexylurée se
forment progressivement. Le solide est éliminé par filtration, et 660 mg (2,65 mmol) de
PNNH.-C et 738 pL (5,3 mmol) de EtsN dissous dans 20 mL de DMF anhydre sont ajoutés au
goutte a goutte. Le tout est laissé 18 h sous argon a température ambiante. La solution est par
la suite évaporée, reprise dans du CHCl., filtrée, puis purifiée sur colonne (CHCIls/MeOH 98:2)
pour donner 970 mg (2,41 mmol, 91%) de poudre jaune.

MM = 402,45 g/mol

Ti =148 °C

RMN H (CDCls) : & (ppm) = 8.65 (dd, J = 1, 7.4 Hz, 1H), 8.23 (dd, J = 0.8, 8 Hz, 1H), 8.03 (d,
J=8.2 Hz, 1H), 7.82 (s, 1H), 7.81 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.80 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 7.62 (dd, J =
7.3, 8.2 Hz, 1H), 6.63 (s, 2H), 6.43 (t, J = 5.6 H, 1H), 4.41 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 3.47 (t, J = 7.3
Hz, 2H), 2.18 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 1.66 (qf, J = 7.6 Hz, 2H), 1.60 (¢f, J = 7.5 Hz, 2H), 1.30 (m,
2H).

RMN 3C (CDCl3) : & (ppm) = 185.71, 172.67, 170.79 (2C), 140.10, 135.96, 135.27, 134.01

(2C), 132.10, 132.05, 131.87, 130.62, 129.19, 127.48, 127.23, 127.14, 126.90, 49.19, 37.63,
36.52, 28.26, 26.36, 25.04.

HRMS (ESI*), calculé pour Cz4H23N204 [M+H]* : 403.165234, trouvé 403.165045.
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VII.3.3. Synthése des phénalénones portant une chaine grasse
» Synthese du N-((1-((1-oxo-1H-phenalen-2-yl) methyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methyl)stearamide (PNCqs-A)

363 mg (1 mmol) de PNNH2-B et 520 pL (3 mmol) de DIPEA sont dissous dans 10 mL de DMF
anhydre. 272,7 mg (0,9 mmol) de chlorure de stéaroyle sont ajoutés et le tout est laissé 2 h
sous agitation a température ambiante. Le solvant est alors évaporé, le solide est lavé a I'eau
et la suspension est filtrée sur fritté. Le solide est repris dans du CHCls, séché sur MgSO. et
évaporé. Le brut est purifié sur colonne de silice (CHCls/MeOH 95:5) pour donner une poudre
jaune avec un rendement de 26% (133 mg, 0,23 mmol).

MM = 556,8 g/mol.

T¢ = 148°C.

RMN !H (CDCls3) : & (ppm) = 8.68 (dd, J = 0.7, 7.5 Hz, 1H), 8.24 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.06 (d,
J =8.3Hz, 1H), 7.81 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.79 (d, J = 6.2 Hz, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.72 (s, 1H),

7.61(dd, J =8, 7.4 Hz, 1H), 6.08 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 5.55 (s, 2H), 4.52 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 2.17
(t, J = 7.6 Hz, 2H), 1.25 (m, 30H), 0.87 (t, J = 6.8 Hz, 3H).

RMN C (CDCls) : & (ppm) =183.81,173.11, 144.75, 141.22, 135.57, 133.40, 132.72, 132.67,
132.07, 131.13, 128.84, 127.41, 127.36, 126.90, 126.81, 123.17, 48.99, 36.63, 35.00, 31.93,
29.70 (3C), 29.68, 29.66 (2C), 29.65, 29.61, 29.47, 29.36, 29.33, 29.30, 25.62, 22.69, 14.11.

HRMS (ESI¥), calculé pour CasHaoN4O2 [M+H]* : 557.385003, trouvé 557.384404.
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» Synthése du stéarate de (1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methyle (PNC1s-B)

211 mg (1 mmol) de PNOH et 191 pL (1,1 mmol) de DIPEA sont dissous dans 20 mL de DMF
anhydre, sous argon. 333 mg (1,1 mmol) de chlorure de stéaroyle sont ajoutés et un précipité
jaune se forme alors rapidement. La réaction est laissée 24 h a température ambiante puis la
suspension est versée dans 100 mL d’eau. Le solide obtenu est filtré et lavé a I'éthanol froid.
Les impuretés résiduelles sont éliminées par purification sur plaques chromatographiques
(éluant : CHCIs/MeOH 98:2) pour donner 133 mg (0,29 mmol, 29%) de poudre jaune vif.

MM = 476,70 g/mol
Ti=92°C

RMN H (CDCls) : & (ppm) = 8.67 (dd, J = 0.95, 6.4 Hz, 1H), 8.22 (d, J = 6 Hz, 1H), 8.04 (d, J
= 8.2 Hz, 1H), 7.79 (m, 3H), 7.61 (dd, J = 7.3, 0.8 Hz, 1H), 5.21 (d, J = 0.6 Hz, 2H), 2.42 (t, J
= 7.6 Hz, 2H), 1.69 (¢°, J = 7.5 Hz, 2H), 1.25 (m, 28H), 0.87 (t, J = 6.9 Hz, 3H).

RMN 2C (CDClIs) : & (ppm) = 184.04, 173.65, 139.33, 135.03, 134.57, 132.07, 131.93, 131.74,
130.68, 129.15, 127.33, 127.27, 127.24, 126.76, 61.30, 34.39, 31.93, 29.70 (4C), 29.66 (3C),
29.60, 29.49, 29.36, 29.29, 29.20, 25.03, 22.69, 14.12.

HRMS (ESI*), calculé pour Cs:Hss03 [M+H]*" : 477.336322, trouvé 477.336134.
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» Synthése du N-((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methyl)stearamide (PNCis-C)

\/\/\/\/\/\/\/\/\fo
HN
94
1,2 g (4,88 mmol, 1 éqg.) de PNNH.-C sont mis en présence de 1,78 mL (12,42 mmol, 2,5 éq.)
de DIPEA dans 200 mL de DMF anhydre sous agitation pendant 20 min sous atmosphére
inerte. Par la suite, 1,63 g (5,37 mmol, 1,1 é€q.) de chlorure de stéaroyle sont ajoutés avec
précaution au milieu. Un précipité jaune se forme rapidement. La réaction est laissée 24 h
dans les mémes conditions, puis la suspension est versée dans 1,5 L d’eau froide. Le précipité
jaune est récupéré par filtration sur Bichner puis lavé a I'’éthanol froid. Enfin, il est dissous

dans un mélange CH.Cl,/MeOH 9:1, séché sur MgSQO,, évaporé et cristallisé a I'éther de

pétrole pour donner une poudre jaune avec un rendement de 56% (1,31 g, 2,75 mmol).
MM = 475,72 g/mol.
Ti= 118 °C.

RMN *H (CDCls) : & (ppm) = 8.65 (dd, J = 1, 6.4 Hz, 1H), 8.22 (d, J = 8 Hz, 1H), 8.02 (d, J =
8.2 Hz, 1H), 7.83 (s, 1H), 7.80 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.79 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.60 (dd, J = 7.2,
0.9 Hz, 1H), 6.41 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 4.42 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 2.17 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 1.62 (q®,
J =7.5Hz, 2H), 1.25 (m, 28H), 0.88 (t, J = 7.0 Hz, 3H).

RMN 3C (CDCls) : & (ppm) = 185.73, 173.20, 140.08, 136.05, 135.26, 132.05 (2H), 131.84,
130.59, 129.20, 127.50, 127.23, 127.12, 126.89, 39.77, 36.89, 31.93, 29.70 (3H), 29.66 (2H),
29.65, 29.63, 29.57, 29.48, 29.36, 29.34, 29.29, 25.70, 22.70, 14.11.

HRMS (ESI*), calculé pour CaHasNO, [M+H]* : 476.352306, trouvé 476.351983.
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» Synthése du (2,2-Dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)ymethanol (Solketal)

O\/\\/OH

15,9 g (173 mmol) de glycérol sont dissous dans 60 mL (1,04 mol) d’acétone et 1,8 g de
silice.H,SO4* sont ajoutés. La réaction est portée a reflux et laissée 24 h sous agitation.
L’acétone est évaporée, et 60 mL d’acétone sont a nouveau ajoutés. La réaction est laissée
2 h supplémentaires & 60 °C, puis la suspension est filtrée et évaporée. Le brut est repris dans
du chloroforme, décanté et évaporé pour donner 9,1 g (69 mmol, 40%) de liquide incolore.

* Préparée a partir de 3 mL d’acide sulfurique 96% et 10 g de silice pour colonne dans 50 mL d’éther

diéthylique. Aprés évaporation du solvant et séchage & 90 °C pendant 12 h, la silice obtenue contient

5,4 mmol de H* par gramme de silice.
MM = 132,16 g/mol
RMN H (CDCls) : & (ppm) = 4.26 (g° déformé, J = 5.5 Hz, 1H), 4.06 (dd, J = 6.6, 8.2 Hz, 1H),

3.80 (dd, J = 6.6, 8.2 Hz, 1H), 3.73 (m, 1H), 3.61 (m, 1H), 2.42 (s, 1H), 1.44 (s, 3H), 1.37 (s,
3H).
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» Synthése de la 2-(((2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)methoxy)methyl)-1H-phenalen-1-

one (PNSol)
O
XQ\
(0]

94

456 mg (2 mmol) de PNCI, 1,98 g (8 mmol) de solketal et 100 mg (0,27 mmol) de TBAI sont
mis en présence de 20 mL de CHCl; et 20 mL de NaOH 5 M. Le mélange biphasique est alors
mis sous agitation pendant 5 h a température ambiante jusqu’a disparition de la PNCI (CCM :
CHCIl,). Aprés ajout de 20 mL de CHCl; et 20 mL d’H20, la phase organique est récupérée,
séchée et évaporée. Le brut est purifié sur colonne (CHCIs) pour donner une huile orange trés
visqueuse. Cette huile est placée au frigo 2 h, puis vivement frictionnée pour activer la

solidification. 501 mg (1,54 mmol, 77%) de poudre jaune sont obtenus.

MM = 324,38 g/mol

Tr=78°C

RMN *H (CDCls) : & (ppm) = 8.65 (dd, J=1.1, 7.4 Hz, 1H), 8.22 (dd, J = 0.7, 8.1 Hz, 1H), 8.02
(d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.87 (s, 1H), 7.80 (m, 2H), 7.62 (dd, J = 7.2, 8.2 Hz, 1H), 4.70 (d, J = 1.3,
15 Hz, 1H), 4.66 (d, J = 1.3, 15 Hz, 1H), 4.44 (q°d, J = 0.6, 5.9 Hz, 1H), 4.15 (dd, J = 6.5, 8.2

Hz, 1H), 3.84 (dd, J = 6.5, 8.2 Hz, 1H), 3.77 (dd, J = 5.8, 10.0 Hz, 1H), 3.70 (dd, J = 5.1, 10.0
Hz, 1H), 1.47 (s, 3H), 1.40 (s, 3H).

RMN 3C (CDCls) : & (ppm) = 184.45, 137.64, 136.49, 134.97, 132.05, 131.48, 131.42, 130.41,
129.20, 127.68, 127.10, 127.05, 126.80, 109.57, 74.84, 72.30, 68.25, 66.79, 26.84, 25.48.

HRMS (ESI"), calculé pour C2H2104 [M+H]" : 325.143436, trouvé 325.143247.
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» Synthése de la 2-((2,3-dihydroxypropoxy)methyl)-1H-phenalen-1-one (PNGly)

HO

HO

800 mg (2,47 mmol) de PNSol sont dissous dans un mélange de 10 mL de MeOH et 4 mL de
HCI 37% et le tout est laissé 20 min sous agitation a température ambiante. La solution est
versée dans 300 mL d’eau et le produit est extrait au CH.Cl,. La phase organique est évaporée
et le brut purifié sur colonne chromatographique (CHCIls/MeOH 95:5 puis 98:2) pour obtenir
671 mg (2,36 mmol, 96%) de poudre jaune terne.

MM = 284,31 g/mol

RMN H (CDCls) : & (ppm) = 8.67 (dd, J = 1.0, 7.4 Hz, 1H), 8.23 (dd, J = 0.6, 8.0 Hz, 1H), 8.04
(d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.80 (m, 3H), 7.63 (dd, J = 7.2, 8.1 Hz, 1H), 4.66 (dd, J = 1.0, 13.2 Hz, 1H),
4.63 (dd, J = 1.0, 13.2 Hz, 1H), 4.04 (¢°, J = 5.0 Hz, 1H), 3.78 (m, 4H), 3.26 (s, 1H), 2.33 (s,
1H).

RMN 3C (CDCl3) : & (ppm) = 184.74, 138.97, 136.02, 135.17, 132.02, 131.89, 131.78, 130.78,
129.18, 127.39, 127.21, 127.16, 126.81, 72.71, 70.69, 68.94, 64.02.

HRMS (ESI*), calculé pour C17H1704 [M+H]* : 285.112390, trouvé 285.112135.
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» Synthése du stéarate de 2-hydroxy-3-((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methoxy)propyle

(PNC1s-D)
\/\/\/\/\/\/\/\/\(O
(0]
HO

668 mg (2,3 mmol) de PNGIly sont dissous dans 57 mL de DMF avec 1,5 mL d’EtsN sous
atmosphére inerte. 1,38 g (4,6 mmol) de chlorure de stéaroyle sont ajoutés lentement. Un
précipité jaune se forme. La réaction est laissée sous agitation a température pendant 1 h 40,
puis la solution est versée dans 1 L d’eau froide. Le précipité est filtré, et le solide est purifié
sur colonne (éluant : CHCls/MeOH 98:2) pour donner 515 mg (0,94 mmol, 40,7%) de poudre
jaune-orange identifiée comme étant la PNC1s-D et 36 mg (0,044 mmol, 1,9%) de poudre jaune

vif identifiée comme étant la PNCqs-F.

Masse molaire : 550,78 g/mol

Point de fusion : 43-47 °C

RMN H (CDCl3) : & (ppm) =8.67 (dd, J=1.0, 7.4 Hz, 1H), 8.23 (dd, J = 0.6, 8.0 Hz, 1H), 8.04
(d, J=8.1Hz, 1H), 7.81 (m, 3H), 7.63 (dd, J = 7.1, 8.1 Hz, 1H), 4.68 (dd, J = 1.0, 13.6 Hz, 1H),
4.64 (dd, J=1.0, 13.6 Hz, 1H), 4.27 (dd, J=4.7, 11.4 Hz, 1H), 4.23 (dd, J = 5.9, 11.4 Hz, 1H),

4.17 (¢, J = 5.2 Hz, 1H), 3.77 (dd, J = 4.0, 10.0 Hz, 1H), 3.71 (dd, J = 6.3, 10.0 Hz, 1H), 3.06
(s élargi, 1H), 2.36 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.65 (m, 4H), 1.25 (m, 26H), 0.89 (t, J = 7.0 Hz, 3H).

RMN 2C (CDClIs) : & (ppm) = 184.58, 173.99, 138.47, 136.13, 135.11, 132.05, 131.78, 131.69,
130.69, 129.19, 127.47, 127.19, 127.14, 126.81, 72.04, 68.98, 68.70, 65.32, 34.21, 31.93,
29.70 (4C), 29.66 (2C), 29.61, 29.55, 29.47, 29.36, 29.26, 29.15, 24.95, 22.69, 14.12.

HRMS (ESI+), calculé pour C3sHs:05 [M+H]* : 551.373101, trouvé 551.372487.
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» Synthése du distéarate de 3-((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methoxy)propane-1,2-diyle
(PNCys-F)

97 mg (0,37 mmol) de triphénylphosphine sont dissous dans 1,5 mL de THF anhydre et placés
a -10 °C sous atmosphére inerte. 84 uL (0,43 mmol) de DIAD sont ajoutés lentement. Un
précipité blanc se forme. 105 mg (0,35 mmol) de d’acide stéarique et 187 mg (0,34 mmol) de
PNCs-D dissous dans 2 mL de THF anhydre sont alors ajoutés goutte a goutte. Le bain glacé
est retiré et la réaction est laissée 2 h sous agitation a température ambiante. Le solvant est
par la suite évaporé et le résidu est purifié sur plaques préparatives (CHCls). Le produit, qui
se présente sous forme d’une huile jaune-orangée, est cristallisé en le dissolvant dans I'éther
diéthylique et en I'évaporant a 15 °C pour donner une poudre jaune vif avec un rendement de
50% (139 mg, 0,17 mmol).

MM = 817,25 g/mol
Ti=63°C

RMN H (CDCls) : & (ppm) = 8.65 (dd, J = 0.9, 7.3 Hz, 1H), 8.22 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 8.03 (d,
J =8.3 Hz, 1H), 7.81 (m, 3H), 7.63 (dd, J = 7.4, 8.1 Hz, 1H), 5.37 (¢°, J = 5 Hz, 1H), 4.66 (dd,
J=1.1,14.9 Hz, 1H), 4.63 (dd, J = 1.1, 14.9 Hz, 1H), 4.43 (dd, J = 3.9, 11.9 Hz, 1H), 4.28 (dd,
J=6.2,11.9 Hz, 1H), 3.80 (d, J = 5.3 Hz, 2H), 2.36 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.33 (t, J = 7.5 Hz, 2H),
1.66 (g5, J = 7.3 Hz, 4H), 1.58 (m, 4H), 1.25 (m, 52H), 0.89 (t, J = 6.9 Hz, 6H).

RMN 3C (CDCls) : & (ppm) = 184.32, 173.48, 173.15, 137.46, 136.39, 135.00, 132.06, 131.52
(2C), 130.43, 129.16, 127.64, 127.11, 127.04, 126.81, 70.15, 69.60, 68.22, 62.66, 34.41 (2C),
34.17 (2C), 31.94 (2C), 29.71 (4C), 29.67 (2C), 29.64 (2C), 29.50 (2C), 29.37 (2C), 29.32 (2C),
29.29 (2C), 29.15 (2C), 29.13 (2C), 25.02 (2C), 24.93 (2C), 22.70 (2C), 14.12 (2C).

HRMS (ESI*), calculé pour CssHesOs [M+H]* : 817.634067, trouvé 817.634138.
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VII.3.4. Synthese des sels de triazolium et de leurs précurseurs
» Synthése du (3r,5r,7r)-N-((1-((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methyl)adamantane-1-carboxamide (PNAda-A)

121 mg (0,33 mmol) de PNNH-B sont dissous dans un minimum de mélange CH.CIl,/DIPEA
(2:1) sous atmosphére inerte et 67 mg (0,33 mmol) de chlorure d’adamantanecarbonyle sont
ajoutés lentement. La réaction est laissée 5 min a température ambiante, puis le solvant est
évaporé. Le produit est purifié sur colonne chromatographique (CHCIl:/MeOH 99:1) pour

donner 87 mg (0,19 mmol, 58%) de poudre jaune vif.
MM = 452,56 g/mol
Ti =51 °C (dég.)

RMN *H (CDClg) : & (ppm) =8.67 (dd, J = 1.0, 7.4 Hz, 1H), 8.24 (d apparent, J = 8.1 Hz, 1H),
8.07 (d,J=8.3Hz, 1H), 7.82 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.77 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.76 (s, 1H), 7.68 (s,
1H), 7.62 (dd, J = 7.2, 8.1 Hz, 1H), 6.28 (t, J = 4.8 Hz, 1H), 5.55 (s, 2H), 4.5 (d, J = 5.4 Hz,
2H), 2.01 (m, 3H), 1.84 (m, 6H), 1.70 (m, 6H).

RMN 3C (CDCl3) : & (ppm) = 183.79, 177.98, 144.99, 141.08, 135.55, 133.47, 132.70, 132.63,
132.05, 131.10, 128.83, 127.40, 127.34, 126.89, 126.82, 123.19, 48.96, 40.60, 39.15 (3C),
36.50 (3C), 34.99, 28.10 (3C).

HRMS (ESI¥), calculé pour CasH2oN4Oz [M+H]* : 453.228503, trouvé 453.228830
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» Synthése de la 2-(((1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)methyl)-1H-phenalen-1-
one (PNBn-A)

91 mg (0,37 mmol) de PNP et 100 pL (0,74 mmol) d’azoture de benzyle sont dissous dans
10 mL de CHCl,. 1,3 mg (7 pmol) de Cul, 3 pL (15 pmol) de DIPEA et 1 pL (7 umol) d’acide
acétique glacial sont ajoutés et la réaction est laissée a température ambiante sous agitation
pendant 55 h. Le solvant est alors évaporé, et le brut est purifié sur colonne (CH-Cl, puis
CHCIs) pour donner 104 mg (0,27 mmol, 74%) de poudre jaune.

MM = 381,44 g/mol
Ts=122°C

RMN H (CDCls) : & (ppm) = 8.64 (dd, J = 1.0, 7.4 Hz, 1H), 8.21 (dd, J = 0.6, 8.0 Hz, 1H), 8.01
(d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.86 (m, 1H), 7.79 (t, J = 8 Hz, 1H), 7.76 (s, 1H), 7.60 (M, 2H), 7.38-7.27
(m, 5H), 5.54 (s, 2H), 4.82 (s, 2H), 4.66 (s, 2H).

RMN 2C (CDCls) : & (ppm) = 184.42, 145.44, 138.08, 136.25, 134.95, 134.56, 132.03, 131.53,
131.51, 131.49, 130.42, 129.20, 129.13, 128.91, 128.77, 128.17, 127.89, 127.61, 127.08,
126.80, 122.55, 67.35, 64.62, 54.21.

HRMS (ESI"), calculé pour C24H20N302 [M+H]* : 382.155003, trouvé 382.154573.
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» Synthése du triacetate de (2R,3R,4S,5S,6S)-2-(acetoxymethyl)-6-((1-((1-oxo-1H-
phenalen-2-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triyle
(PNMan-a)

120 mg (0,51 mmol) de PNN3, 200 mg (0,52 mmol) de tétraacétylmannose propargylé, 1,9 mg
(0,01 mmol) de Cul, 2,6 mg (3,5 pL, 0,02 mmol) de DIPEA et 0,6 mg (1,2 uL) d’acide acétique
glacial sont placés dans un pilulier, dissous dans 5 mL de CHCl; et laissés sous agitation a
température ambiante pendant 72 h. Le brut est alors évaporé, le solide est repris dans un
minimum d’acétone et purifié sur plaques de silice (éluant : CHCIs/MeOH 98 :2). Les deux
anomeres peuvent étre séparés avec une longue migration. Aprés séchage a I'éther de
pétrole, 95 mg (0,15 mmol, 30%) de 'anomére a et 21 mg (0,03 mmol, 7%) de 'anomeére 3

sont obtenus.
MM = 621,6 g/mol
Tr=112 °C

RMN H (CDClIs) : & (ppm) = 8.60 (dd, J=0.9, 7.4 Hz, 1H), 8.43 (d apparent, J = 8.0 Hz, 1H),
8.24 (d, J=8.3 Hz, 1H), 8.17 (s, 1H), 8.02 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 7.92 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.85 (s,
1H), 7.74 (dd, J = 7.3, 8.0 Hz, 1H), 5.60 (s, 2H), 5.27 (t, J = 10.0 Hz, 1H), 5.24 (dd, J = 3.4,
10.0 Hz, 1H), 5.18 (dd, J = 1.6, 2.9 Hz, 1H), 5.03 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 4.87 (d, J = 12.2 Hz, 1H),
4.75 (d, J = 12.2 Hz, 1H), 4.24 (dd, J = 5.8, 12.7Hz, 1H), 4.11 (dd, J = 2.4, 12.5 Hz, 1H), 4.11
(m, 1H), 2.09 (s, 3H), 2.02 (s, 3H), 2.00 (s, 3H), 1.91 (s, 3H).

RMN 2C (CDClIs) : & (ppm) = 184.08, 170.82, 170.42, 140.31, 170.25, 144.20, 141.67, 136.46,
134.99, 133.68, 133.44, 133.28, 131.24, 129.82, 128.38, 128.16, 128.09, 127.99, 125.71,
97.58, 70.21, 70.09, 69.72, 66.85, 63.19, 61.37, 49.60, 20.75 (2C), 20.71, 20.64.

HRMS (ESI*), calculé pour CaiHaaNsO11 [M+H]* : 622.203135, trouvé 622.202445.
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» Synthése du triacétate de (2R,3R,4S,5S,6R)-2-(acetoxymethyl)-6-((1-((1-oxo-1H-
phenalen-2-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triyle
(PNMan-B)

La PNMan-B, co-produit de la synthése de la PNMan-qa, a été isolée avec un rendement de
7% (21 mg, 0,03 mmaol).

MM = 621,6 g/mol
Ti=108°C

RMN H (CDCls) : & (ppm) = 8.60 (dd, J = 1.0, 7.4 Hz, 1H), 8.44 (dd, J = 0.9, 8.1 Hz, 1H), 8.24
(d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.09 (s, 1H), 8.01 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 7.92 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.84 (s, 1H),
7.74 (dd, J = 7.2, 8.1 Hz, 1H), 5.59 (s, 2H), 5.39 (dd, J = 0.9, 3.3 Hz, 1H), 5.20 (t, J = 9.9 Hz,
1H), 5.13 (dd, J = 3.3, 10 Hz, 1H), 5.03 (d, J = 0.9 Hz, 1H), 4.90 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 4.82 (d,
J=12.4 Hz, 1H), 4.27 (dd, J = 5.6, 12.1 Hz, 1H), 4.15 (dd, J = 2.6, 12.1 Hz, 1H), 3.90 (ddd, J
=2.7,5.7, 9.5 Hz, 1H), 2.05 (s, 3H), 2.01 (s, 6H), 1.90 (s, 3H).

RMN 3C (CDCls) : & (ppm) = 184.11, 170.84, 170.62, 170.31, 170.20, 144.40, 141.61, 136.47,
135.05, 133.68, 133.44, 133.27, 131.24, 129.82, 128.39, 128.18, 128.08, 127.98, 127.75,
97.87, 73.09, 72.03, 69.93, 67.16, 63.33, 62.86, 49.61, 20.76, 20.75 (2C), 20.57.

HRMS (ESI*), calculé pour C3i1H32N3O11 [M+H]* : 622.203135, trouvé 622.202832.
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» Synthése du triacetate de (2R,3R,4S,5R,6R)-2-(acetoxymethyl)-6-((1-((1-oxo-1H-
phenalen-2-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triyle
(PNGIcA)

235 mg (1 mmol) de PNNs, 380 mg (0,99 mmol) de tétraacétylglucose propargylé, 3,8 mg (0,02
mmol) de Cul sont dissous dans 10 mL de CH2Cl, et 5,2 mg (7 pL, 0,04 mmol) de DIPEA et
2,4 mg (2,4 pL, 0,04 mmol) d’acide acétique glacial sont ajoutés. La réaction est laissée sous
agitation a température ambiante pendant 72 h. Le brut est alors évaporé, le solide est repris
dans un minimum d’acétone et purifié sur plaques de silice (éluant : CHCIs/MeOH 9:1, Rf =
0,65). Aprés séchage a I'éther de pétrole, une poudre jaune est obtenue avec un rendement
de 72% (444 mg, 0,71 mmaol).

MM = 621,6 g/mol
Tf =90 °C (dég.)

RMN *H (Acétone-ds) : & (ppm) = 8.60 (dd, J = 1.0, 7.4 Hz, 1H), 8.43 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
8.24 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.09 (s, 1H), 8.01 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.91 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.81 (s,
1H), 7.73 (dd, J = 7.3 et 8.2 Hz, 1H), 5.60 (s, 2H), 5.26 (t, J = 9.9 Hz, 1H), 5.05 (dd, J = 9.4,
9.9 Hz, 1H), 4.92 (dd, J = 8.1, 9.4 Hz, 1H), 4.90 (d, J = 12.6 Hz, 1H), 4.86 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
4.81 (d, J = 12.6 Hz, 1H), 4.28 (dd, J = 5.0, 12.4 Hz, 1H), 4.15 (dd, J = 2.4, 12.3 Hz, 1H), 3.97
(ddd, J = 2.5, 5.0, 10.0 Hz, 1H), 2.02 (s, 3H), 1.98 (s, 3H), 1.92 (s, 3H), 1.84 (s, 3H).

RMN 13C (Acétone-de) : & (ppm) = 184.10, 170.81, 170.36, 170.08, 169.72, 144.68, 141.50,
136.50, 135.12, 133.75, 133.45, 133.27, 131.25, 129.80, 128.40, 128.22, 128.06, 127.95,
125.52, 100.14, 73.61, 72.57, 72.18, 69.54, 63.17, 62.83, 49.63, 20.72, 20.68, 20.62, 20.62.

HRMS (ESI"), calculé pour C31H3:N3011 [M+H]* : 622.203135, trouvé 622.203997.
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» Synthése de la 2-((4-((((2R,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyltetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)methyl)-
1H-phenalen-1-one (PNGIc-B)

300 mg (0,48 mmol) de PNGlc-A sont mis en solution dans 15 mL d’un mélange THF/MeOH
1:1 avec 1 mL de triéthylamine et quelques gouttes d’eau, et le tout est agité 12 h a
température ambiante. Le solvant est alors évaporé et le brut purifié sur colonne
chromatographique (éluant CHCIls/MeOH 8:2) pour donner 200 mg (0,44 mmol, 92%) de
PNGIc-B apres lyophilisation.

MM = 453,45 g/mol
Tf =132 °C

RMN H (CDsOD) : & (ppm) = 8.57 (dd, J = 1.1, 7.4 Hz, 1H), 8.33 (dd, J = 0.7, 8.1 Hz, 1H),
8.16 (s, 1H), 8.14 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.91 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 7.83 (s, 1H), 7.81 (t, J = 7.7 Hz,
1H), 7.66 (dd, J = 7.2, 8.2 Hz, 1H), 5.58 (s, 2H), 4.99 (d, J = 12.5 Hz, 1H), 4.81 (d, J = 12.5
Hz, 1H), 4.39 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 3.89 (dd, J = 1.9, 12.2 Hz, 1H), 3.68 (dd, J = 5.4, 11.9 Hz,
1H), 3.36 (m, 1H), 3.29 (m, 2H), 3.21 (dd, J = 7.8, 9.0 Hz, 1H). Les quatre hydrogénes des

fonctions alcools ne sont pas détectés.

RMN 23C (CDsOD) : & (ppm) = 185.33, 145.94, 143.06, 137.24, 134.75, 134.53, 134.25,
133.69, 131.98, 130.01, 128.63, 128.43 (2C), 128.18, 126.48, 103.79, 78.19, 78.13, 75.17,
71.77, 63.19, 62.94, 50.42.

HRMS (ESI*), calculé pour CasH24NsO7 [M+H]* : 454.160877, trouvé 454.160507.
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» Synthése de la 2-((4-(((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methoxy)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-
yl)methyl)-1H-phenalen-1-one (bisPN-A)

235 mg (1 mmol) de PNN;3 et 248 mg (1 mmol) de PNP, 250 mg (0,2 mmol) of CuS04.5H,0 et
198 mg (0.4 mmol) d’ascorbate de sodium sont dissous dans 10 mL de tBuOH/H,O 1:1. Un
précipité apparait rapidement. Le milieu est agité pendant 72 h a température ambiante. La
suspension est alors versée dans 300 mL d’eau. Le solide obtenu est filtré et dissous dans du
CH2Cl,. La phase organique est lavée a I'eau, séchée puis évaporée. Le brut est purifié sur
colonne chromatographique (CHCIls/MeOH 98:2) pour donner 236 mg (0,49 mmol, 49%) de

poudre jaune vif.
MM = 483,53 g/mol
T =125 °C (dég.)

RMN H (CDCls) : & (ppm) = 8.67 (dd, J = 0.9, 7.4 Hz, 1H), 8.62 (dd, J = 0.9, 7.5 Hz, 1H), 8.24
(d, J = 7.7 Hz, 1H), 8.19 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 8.05 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.99 (d, J = 8.3 Hz, 1H),
7.94 (s, 1H), 7.88 (s, 1H), 7.81 (m, 5H), 7.61 (dd, J = 7.2, 8.1 Hz, 1H), 7.58 (dd, J = 7.2, 8.1
Hz, 1H), 5.60 (s, 2H), 4.85 (s, 2H), 4.69 (d, J = 1.1 Hz, 2H).

RMN 2C (CDClIs) : & (ppm) = 184.40, 183.89, 145.18, 141.21, 137.93, 136.34, 135.53, 134.90,
133.53, 132.71, 132.65, 132.04, 132.01, 131.51, 131.43, 131.06, 130.38, 129.20, 128.85,
127.65, 127.35, 127.34, 127.07, 127.04, 126.91, 126.84, 126.78, 124.00, 67.30, 64.61, 48.89.

HRMS (ESI¥), calculé pour CaiH22NsOs [M+H]* : 484.165568, trouvé 484.165628.
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Protocole général de I’alkylation des triazoles avec I'iodure de méthyle

1 équivalent de PN triazole et 20 équivalents d’iodure de méthyle sont dissous dans le
minimum d’acétonitrile et la réaction est portée a reflux (80 °C) pendant 16 a 24 h. Le solvant
est alors évaporé et le brut est purifié sur colonne chromatographique (CHCI:/MeOH 98:2 a

95:5). Le produit, généralement huileux, est cristallisé dans I'éther diéthylique.

» Synthése de liodure de 4-(((1r,3r)-adamantane-1-carboxamido)methyl)-3-methyl-1-
((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-3-ium (PNAda-B)

Aprés une nuit de chauffage, 41 mg (90 umol) de PNAda-A ont permis d’aboutir a 38 mg
(63 umol, 70%) de poudre jaune.

MM = 594,50 g/mol

RMN H (CDCls) : & (ppm) = 8.97 (s, 1H), 8.59 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 8.26 (s, 1H), 8.25 (d, J= 8
Hz, 1H), 8.11 (m, 3H), 7.80 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.67 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 5.72 (s, 2H), 4.75 (d, J
= 5.3 Hz, 2H), 4.43 (s, 3H), 1.99 (s, 3H), 1.87 (s, 6H), 1.68 (s, 6H).

RMN 3C (CDCl3) : & (ppm) = 183.24, 179.80, 144.13, 142.90, 136.06, 134.32, 133.73, 132.02,
131.40, 131.09, 129.37, 128.47, 127.52, 127.51, 127.16, 126.17, 53.23, 40.79, 39.23, 39.06
(3C), 36.37 (3C), 32.28, 28.03 (3C).

HRMS (ESI*), calculé pour CzgH31N4O> [M]*: 467.244153, trouvé 467.243968.
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» Synthése de l'iodure de 1-benzyl-3-methyl-4-(((1-oxo-1H-phenalen-2-
yl)methoxy)methyl)-1H-1,2,3-triazol-3-ium (PNBn-B).

Aprés 17 h, 270 mg (0,71 mmol) de PNBn-A ont donné 339 mg (0,65 mmol, 92%) de poudre

jaune.

MM = 523,37 g/mol

RMN H (CDCl3) : & (ppm) = 9.55 (s, 1H), 8.56 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 8.20 (d, J = 8.0 Hz, 1H),
8.03 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 8.01 (s, 1H), 7.97 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 7.77 (t, I = 7.7 Hz, 1H), 7.63 (t,
J = 7.7 Hz, 1H), 7.59 (m, 2H), 7.40 (m, 3H), 5.92 (s, 2H), 5.08 (s, 2H), 4.64 (s, 2H), 4.39 (s,
3H).

RMN 3C (CDCl3) : & (ppm) = 184.41, 141.69, 140.60, 135.28, 134.00, 132.91, 132.33, 132.01,
131.05, 130.72, 130.56, 130.06, 129.61 (2C), 129.53 (2C), 129.06, 127.39, 127.14, 127.04,
126.99, 69.11, 60.69, 57.60, 39.41.

HRMS (ESI"), calculé pour C2sH22N302 [M]*: 396.170653, trouvé 396.170530.
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» Synthése de I'iodure de 3-methyl-1-((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methyl)-4-
((((2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxy-6-(acetoxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2-
yloxy)methyl)-1H-1,2,3-triazol-3-ium (PNGIc-C)
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Aprés 16 h, 350 mg (0,56 mmol) de PNGIc-A ont donné 362 mg (0,47 mmol, 85%) de poudre
jaune-orangeé.

MM = 763,54 g/mol

RMN H (CDCls) : & (ppm) = 9.20 (s, 1H), 8.60 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 8.49 (s, 1H), 8.26 (d, J =
8.0 Hz, 1H), 8.17 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 8.12 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.81 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.69 (t,
J=7.7Hz, 1H), 5.87 (d, J = 14.5 Hz, 1H), 5.83 (d, J = 14.5 Hz, 1H), 5.40 (d, J = 14.4 Hz, 1H),
5.23 (d, J = 14.3 Hz, 1H), 5.22 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 5.07 (m, 2H), 4.98 (m, 1H), 4.34 (m, 4H),
4.07 (m, 2H), 2.04 (s, 3H), 2.01 (s, 6H), 1.98 (s, 3H).

RMN 2C (CDClIs) : & (ppm) = 183.45, 170.48, 169.89, 169.63, 169.52, 144.64, 140.52, 136.08,
134.62, 133.68, 132.05, 131.26, 131.24, 129.28, 128.54, 127.58, 127.45, 127.29, 126.25,
100.66, 72.70, 72.13, 71.04, 67.78, 61.07, 60.11, 53.31, 39.39, 20.86, 20.80, 20.60, 20.54.

HRMS (ESI*), calculé pour CszH34N3011 [M]* : 636.218785, trouvé 636.218796.
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» Synthése de I'iodure de 3-methyl-1-((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methyl)-4-
((((2R,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2-
yl)oxy)methyl)-1H-1,2,3-triazol-3-ium (PNGIc-E)

Aprés 48 h, 90 mg (0,20 mmol) de PNGIc-B ont donné 95 mg (0,16 mmol, 80%) de poudre
jaune trés hygroscopique sans purification par colonne. Le produit est conservé sous forme
de solution aqueuse a 4 °C.

MM = 595,39 g/mol

RMN H (D20) : & (ppm) = 8.76 (s, 1H), 8.22 (m, 2H), 8.10 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.00 (s, 1H),
7.84 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 7.69 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.64 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 5.63 (s, 2H), 5.21 (d,
J =14.5 Hz, 1H), 5.15 (d, J = 14.5 Hz, 1H), 4.61 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 4.36 (s, 3H), 3.76 (dd, J
= 1.7, 12.3 Hz, 1H), 3.60 (dd, J = 5.2, 12.3 Hz, 1H), 3.52 (t, J = 9.0 Hz, 1H), 3.40 (m, 2H), 3.36
(dd, J = 8.0, 9.3 Hz, 1H).

RMN 3C (D.0) : & (ppm) = 184.51, 145.76, 140.01, 137.21, 135.23, 134.59, 131.41, 131.32,
130.14, 128.71, 127.41, 127.26, 127.15, 126.01, 125.26, 102.23, 76.03, 75.56, 72.82, 69.33,
60.43, 58.80, 52.78, 38.20.

HRMS (ESI*), calculé pour Cz4H26N3O7 [M]* : 468.176527, trouvé 468.176445.
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» Synthése de liodure de 3-methyl-4-(((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methoxy)methyl)-1-((1-
0x0-1H-phenalen-2-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-3-ium (bisPN-B)

Aprés 22 h, 70 mg (0,14 mmol) de bisPN-A ont donné 82 mg (0,13 mmol, 91%) de poudre

jaune.
MM = 625,47 g/mol

RMN *H (CDCls) : & (ppm) = 9.36 (s, 1H), 8.62 (s, 1H), 8.50 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 8.46 (d, J =
7.5 Hz, 1H), 8.16 (m, 3H), 8.03 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.97 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 7.96 (s, 1H), 7.91
(d,J=7.0 Hz, 1H), 7.71 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.69 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.62 (t, J = 7.6 Hz, 1H),
7.58 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 5.91 (s, 2H), 5.10 (s, 2H), 4.65 (s, 2H), 4.41 (s, 3H).

RMN 3C (CDCls) : & (ppm) = 184.36, 183.54, 145.14, 141.43, 140.56, 135.92, 135.20, 134.70,
134.07, 133.51, 132.76, 132.26, 131.97, 131.96, 131.11, 130.91, 130.56, 129.16, 129.00,
128.54, 127.54, 127.32, 127.30, 127.26, 127.11, 126.99, 126.97, 126.29, 69.04, 60.76, 53.08,
39.41.

HRMS (ESI"), calculé pour C3;H24N303 [M]*: 498.181218, trouvé 498.180972.
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» Synthése de liodure de 4-(((tert-butoxycarbonyl)amino)methyl)-3-methyl-1-((1-oxo-
1H-phenalen-2-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-3-ium (PNBOC-B)

Aprés 18 h de réaction, 539 mg (1,38 mmol) de PNBOC-A ont permis d’obtenir 501 mg (0,94
mmol, 68%) de produit jaune-orangé.

MM = 532,38 g/mol

RMN !H (CDCls) : & (ppm) = 8.94 (s, 1H), 8.60 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 8.39 (s, 1H), 8.25 (d, J =
7.8 Hz, 1H), 8.14 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 8.11 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.80 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.67
(dd, J =7.4, 8.1 Hz, 1H), 6.40 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 5.78 (s, 2H), 4.73 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 4.41
(s, 3H), 1.40 (s, 9H).

RMN 3C (CDCl3) : & (ppm) = 183.35, 156.06, 144.37, 143.07, 136.05, 134.54, 133.67, 132.02,
131.32, 130.87, 129.27, 128.50, 127.55, 127.44, 127.23, 126.21, 80.78, 53.15, 39.29, 34.16,
28.28 (3C).

HRMS (ESI*), calculé pour Cz3H2sN4O3 [M]* : 405.192117, trouvé 405.192461.
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» Synthése du chlorure de 4-(ammoniomethyl)-3-methyl-1-((1-oxo-1H-phenalen-2-
yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-3-ium (PNNH2-D)
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100 mg (0,188 mmol) de PNBOC-B sont dissous dans 10 mL de dioxane et 1 mL d’HCI 37%
sont ajoutés. La solution est agitée pendant 1 h 30 a température ambiante. Le solvant et
l'acide sont alors évaporés, et le brut est repris dans du méthanol et évaporé a plusieurs
reprises jusqu’a obtenir une poudre. Finalement, le produit est repris dans un minimum de
méthanol et cristallisé dans de I'éther diéthylique. Les solvants sont évaporés et 70 mg (0,185

mmol, 99%) de poudre jaune-orangé sont récupérés.
MM = 377,27 g/mol

RMN *H (DMSO-dg) : & (ppm) = 9.13 (s, 1H), 9.06 (s élargi, 2H), 8.56 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 8,55
(d, J = 7.3 Hz, 1H), 8.37 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.35 (s, 1H), 8.22 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 7.97 (t, J =
7.7 Hz, 1H), 7.83 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 5.91 (s, 2H), 4.42 (s, 2H), 4,41 (s, 3H).

RMN 13C (DMSO-ds) : & (ppm) = 182.46, 143.13, 137.47, 136.25, 133.96, 133.45, 131.72
(2C), 130.56 (2C), 127.93, 127.69, 127.44, 126.52, 125.95, 52.41, 38.72, 30.60.

HRMS (ESI"), calculé pour C1sH17N4O [M-H]* : 305.139688, trouvé 305.139596.
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Protocole général de I’'alkylation des triazoles avec la PNBr

1 équivalent de PN triazole et 2 équivalents de PNBr sont dissous dans le minimum
d’acétonitrile et la réaction est portée a reflux (80 °C) pendant 48 a 72 h. Le solvant est alors
évaporé et le brut est purifié sur colonne chromatographigue (CHCIls/MeOH 98:2 to 95:5) et le

produit est cristallisé dans I'éther diéthylique.

» Synthése du bromure de 4-(((3r,5r,7r)-adamantane-1-carboxamido)methyl)-1,3-bis((1-
0xo-1H-phenalen-2-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-3-ium (PNAda-C)

Aprés 72 h, 172 mg (0,38 mmol) of PNAda-A ont donné 113 mg (0,16 mmol, 41%) de poudre
jaune vif.

MM = 725,69 g/mol

RMN *H (CDCls) : & (ppm) = 8.93 (s, 1H), 8.54 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 8.54 (t, J = 7.0 Hz, 1H),
8.45 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 8.31 (s, 1H), 8.23 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 8.23 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 8.18 (s,
1H), 8.08 (dd, J = 7.1, 8.0 Hz, 1H), 8.08 (dd, J = 7.1, 8.0 Hz, 1H), 8.04 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 8.04
(d, J=7.0 Hz, 1H), 7.77 (t, = 7.7 Hz, 1H), 7.76 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.65 (dd, J = 7.4, 8.3 Hz,
1H), 7.63 (dd, J = 7.4, 8.3 Hz, 1H), 6.03 (s, 2H), 5.72 (s, 2H), 4.96 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 1.93 (s,
3H), 1.84 (s, 6H), 1.64 (m, 6H).

RMN 3C (CDCl3) : & (ppm) = 183.33, 183.08, 179.70, 143.72, 143.58, 143.53, 135.89, 135.77,
134.20, 134.02, 133.49, 133.28, 131.99, 131.95, 131.24, 131.09, 131.04, 130.13, 129.66,
128.61, 128.43, 127.44, 127.41, 127.38, 127.37, 127.12, 127.10, 126.43, 126.24, 53.06, 51.90,
40.75, 38.90 (3C), 36.38 (3C), 32.37, 28.03 (3C).

HRMS (ESI*), calculé pour CazHssN4Os [M]*: 645.286017, trouvé 645.286100.
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» Synthése du bromure de 1-benzyl-4-(((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methoxy)methyl)-3-((1-
0x0-1H-phenalen-2-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-3-ium (PNBn-C)

Aprés 64 h, 49 mg (0.13 mmol) de PNBn-A ont donné 72 mg (0.11 mmol, 86%) de poudre
jaune.

MM = 654,56 g/mol

RMN *H (CDCls) : & (ppm) = 9.79 (s, 1H), 8.51 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 8.17 (d, J = 7.0 Hz, 1H),
8.16 (s, 1H), 8.11 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 8.00 (m, 3H), 7.84 (s, 1H), 7.77 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 7.73
(t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.69 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.62 (m, 2H), 7.58 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.58 (t, J =
7.7 Hz, 1H), 7.39 (m, 3H), 6.04 (s, 2H), 5.89 (s, 2H), 5.16 (s, 2H), 4.63 (s, 2H).

RMN 23C (CDCls) : & (ppm) = 184.21, 183.08, 143.18, 141.03, 140.74, 135.71, 135.06, 134.14,
133.94, 133.28, 132.57, 132.03, 131.91, 131.89, 131.40, 131.14, 130.97, 130.47, 129.92,
129.81, 129.61 (2C), 129.47 (2C), 128.98, 128.44, 127.31, 127.30, 127.22, 127.05, 127.02,
127.01, 126.92, 126.25, 68.90, 60.61, 57.70, 51.83.

HRMS (ESI*), calculé pour CssH2sN3O3 [M]*: 574.212518, trouvé 574.212562.
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» Synthése du bromure de 1,3-bis((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methyl)-4-
((((2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetoxy-6-(acetoxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2-
yloxy)methyl)-1H-1,2,3-triazol-3-ium (PNGIlc-D)
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Apreés 48 h, 350 mg (0,56 mmol) de PNGIc-A ont donné 335 mg (0,37 mmol, 67%) de poudre
jaune.

MM = 894,73 g/mol

RMN H (CDCls) : & (ppm) = 9.22 (s, 1H), 8.58 (dd, J = 1.0, 7.3 Hz, 1H), 8.57 (dd, J = 1.0, 7.3
Hz, 1H), 8.51 (s, 1H), 8.31 (s, 1H), 8.28 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.25 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.15 (m,
2H), 8.10 (m, 2H), 7.82 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.79 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.70 (dd, J = 7.3, 8.0 Hz,
1H), 7.67 (dd, J = 7.3, 8.0 Hz, 1H), 5.88 (s, 2H), 5.83 (s, 2H), 5.50 (d, J = 14.4 Hz, 1H), 5.41
(d, J = 14.4 Hz, 1H), 5.23 (t, J = 9.4 Hz, 1H), 5.05 (m, 3H), 4.21 (m, 1H), 4.01 (m, 2H), 2.02 (s,
3H), 2.00 (s, 3H), 1.97 (s, 3H), 1.92 (s, 3H).

RMN 23C (CDCls) : & (ppm) = 183.42, 183.33, 170.45, 169.92, 169.64, 169.51, 144.55, 144.13,
141.19, 135.98, 135.90, 134.57, 134.24, 133.50, 133.44, 132.08, 132.02, 131.22, 131.13,
130.92, 129.64, 129.63, 128.60, 128.57, 127.54 (2C), 127.46, 127.33, 127.26, 127.22, 126.42
(2C), 100.76, 72.77, 72.11, 71.08, 67.90, 61.14, 60.40, 53.20, 20.74, 20.69, 20.59, 20.56.

HRMS (ESI"), calculé pour CssHaoN3O12 [M]* : 814.260650, trouvé 814.260689.
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» Synthése du bromure de 1,3-bis((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methyl)-4-
((((2R,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2-
yl)oxy)methyl)-1H-1,2,3-triazol-3-ium (PNGIc-F)

Aprés 48 h, 138 mg (0,30 mmol) de PNGIc-B ont donné 104 mg (0,14 mmol, 48%) de poudre
jaune trés hygroscopique.

MM = 726,58 g/mol

RMN H (DMSO-ds) : & (ppm) = 9.09 (s, 1H), 8.52 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 8.44 (d, J = 7.4 Hz, 2H),
8.34 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 8.23 (s, 2H), 8.09 (m, 2H), 7.91 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.80 (t, J = 7.7 Hz,
1H), 7.79 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 5.80 (s, 2H), 5.79 (s, 2H), 5.28 (d, J = 14.1 Hz, 1H), 5.22 (d, J =
14.1 Hz, 1H), 4.44 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 3.66 (d, J = 1.4, 11.7 Hz, 1H), 3.42 (dd, J = 6.2, 11.7
Hz, 1H), 3.17 (m, 2H), 3.06 (m, 2H).

RMN C (DMSO-de) : & (ppm) = 182.50, 182.48, 143.48, 143.00, 140.87, 136.06 (2C), 133.69,
133.62, 133.33, 133.25, 131.60 (2C), 130.52, 130.40 (2C), 130.35, 130.20, 127.86, 127.85,
127.54, 127.53, 127.30, 127.26, 126.46, 126.40, 125.89, 125.84, 102.78, 77.02, 76.39, 73.09,
69.76, 60.89, 58.55, 52.63, 50.71.

HRMS (ESI"), calculé pour C37H32N30s [M]* : 646.218391, trouvé 646.217763.
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» Synthése du bromure de 4-(((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methoxy)methyl)-1,3-bis((1-oxo-
1H-phenalen-2-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-3-ium (trisPN)

0 \/ﬁ\/l‘\l

Aprés 72 h, 202 mg (0,42 mmol) de bisPN-A ont donné 256 mg (0,34 mmol, 81%) de poudre
jaune vif.

MM = 756,66 g/mol

RMN *H (CDCls) : & (ppm) = 9.45 (s, 1H), 8.73 (s, 1H), 8.54 (dd, J = 0.8, 7.5 Hz, 1H), 8.41
(dd, J = 0.8, 7.5 Hz, 1H), 8.38 (dd, J = 0.8, 7.5 Hz, 1H), 8.20 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.18 (s, 1H),
8.12 (m, 2H), 8.05 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.03 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.98 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.92
(d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.74 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.70 (s, 1H), 7.66 (t, J =
7.6 Hz, 1H), 7.63 (dd, J = 7.4, 8.2 Hz, 1H), 7.62 (m, 1H), 7.57 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.54 (dd, J =
7.4, 8.1 Hz, 1H), 7.50 (dd, J = 7.4, 8.1 Hz, 1H), 6.06 (s, 2H), 5.92 (s, 2H), 5.18 (s, 2H), 4.61 (s,
2H).

RMN 2C (CDClIs) : & (ppm) = 183.94, 183.65, 183.05, 145.53, 142.86, 140.77, 139.89, 135.77,
135.48, 134.88, 134.64, 134.33, 134.10, 133.33, 133.01, 132.23, 131.97, 131.78, 131.74,
130.99, 130.97, 130.93, 130.34, 130.06, 129.50, 128.80, 128.65, 128.34, 127.55, 127.22 (2C),
127.16, 127.03 (3C), 126.98, 126.97, 126.91, 126.78, 126.48, 126.33, 68.64, 60.84, 53.33,
51.44.

HRMS (ESI*), calculé pour CasHzoNsO4 [M]* : 676.223083, trouvé 676.222808.
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» Synthése du bromure de 4-(((tert-butoxycarbonyl)amino)methyl)-1,3-bis((1-oxo-1H-
phenalen-2-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-3-ium (PNBOC-C)

Aprés 48 h, 460 mg (1,18 mmol) de PNBOC-A ont donné 658 mg (0,99 mmol, 84%) de
PNBOC-C apreés trituration dans I'éther diéthylique.

MM = 663,57 g/mol

RMN *H (CDCls) : & (ppm) = 8.92 (s, 1H), 8.55 (dd, J = 1.1, 7.3 Hz, 1H), 8.54 (d, J = 7.3 Hz,
1H), 8.33 (s, 1H), 8.30(s, 1H), 8.24 (dd, J = 0.9, 8.1 Hz, 1H), 8.21 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 8.09 (m,
4H), 7.78 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.76 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.66 (dd, J = 7.2, 8.1 Hz, 1H), 7.64 (dd,
J =72, 8.1Hz 1H), 6.84 (s, 1H), 5.97 (s, 2H), 5.79 (s, 2H), 4.89 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 1.32
(s, 9H).

RMN 3C (CDCls) : & (ppm) = 183.37, 183.28, 156.17, 144.02, 143.77 (2C), 135.88, 135.81,
134.45, 134.16, 133.44, 133.29, 131.98, 131.93, 131.16, 131.13, 130.65, 129.94, 129.56,
128.58, 128.46, 127.43, 127.34, 127.31, 127.17 (2C), 127.16, 126.44, 126.30, 80.39, 53.08,
51.65, 34.19, 28.22 (3C).

HRMS (ESI*), calculé pour CssH31N4O4 [M]* : 583.233982, trouvé 583.233983.
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» Synthése du chlorure de 4-(ammoniomethyl)-1,3-bis((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methyl)-
1H-1,2,3-triazol-3-ium (PNNHz-E)

144 mg (0,22 mmol) de PNBOC-C sont dissous dans 30 mL de dioxane et 4 mL de HCI 37%
sont ajoutés. La réaction est laissée sous agitation pendant 18 h a température ambiante. Le
solvant et l'acide sont évaporés, puis le brut est repris dans un minimum de méthanol et
précipité dans I'éther diéthylique. Les solvants sont évaporés, et 'opération est répétée jusqu’a
obtention d’une poudre jaune parfaitement séche avec un rendement de 117 mg (0,21 mmol,
97%).

MM = 555,13 g/mol

RMN 'H (D20) : & (ppm) = 9.11 (s, 1H), 7.88 (d, J = 4.7 Hz, 1H), 7.73 (m, 1H), 7.63 (m, 1H),
7.59 (m, 1H), 7.57 (m, 1H), 7.53 (m, 1H), 7.52 (m, 1H), 7.46 (m, 1H), 7.37 (m, 1H), 7.20 (m,
1H), 7.13 (m, 2H), 7.06 (m, 2H), 5.63 (s, 2H), 5.54 (s, 2H), 4.96 (s, 2H). Les protons de la

fonction amine ne sont pas détectés en raison d’'un échange avec le deutérium du D20O.

RMN %3C (D,0) : & (ppm) = 186.79, 186.49, 148.63, 147.91, 139.46, 139.20, 139.12, 137.42,
137.09, 136.81, 136.56, 134.15, 133.50, 133.12 (2C), 133.02, 131.42, 131.05, 129.40, 129.30,
129.23, 129.07, 129.01, 128.83, 127.91, 127.65, 127.20, 127.00, 56.29, 54.22, 34.11.

HRMS (ESI"), calculé pour C3i1H23sN4O, [M-H]* : 483.181552, trouvé 483.181547.
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» Synthése de l'iodure de 3-methyl-1-((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methyl)-4-
(stearamidomethyl)-1H-1,2,3-triazol-3-ium (PNCis-E)

206 mg (0,37 mmol) de PNC1s-A et 3 mL de Mel sont dessous dans 30 mL d’ACN et le mélange
est chauffé a 80 °C pendant 16 h. Le solvent est évaporé, et le brut est purifié plusieurs fois
par colonne chromatographique (CHCIs/MeOH 99:1, 98:2, 97:3) pour donner 55 mg
(0,08 mmol, 21%) de produit sous forme de paillettes noires donnant une solution orange dans

les solvants organiques et formant un précipité violet-noir dans 'eau.
MM = 698,73 g/mol

RMN *H (CDCls) : & (ppm) = 8.95 (s, 1H), 8.56 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 8.29 (s, 1H), 8.22 (d, J =
8.0 Hz, 1H), 8.09 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.06 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 7.78 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.66 (t,
J=7.7 Hz, 1H), 5.74 (s, 2H), 4.70 (s, 2H), 4.42 (s, 3H), 2.26 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 1.56 (q°, J =
7.0 Hz, 2H), 1.22 (m, 28H), 0.88 (t, J = 7.0 Hz, 3H).

HRMS (ESI*), calculé pour CzsHs1N4O2 [M]*: 571.400653, trouvé 571.400555.
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VIl.4. Fonctionnalisation et greffage des supports

VIl.4.1. Fonctionnalisation et greffage du bois et du papier

» Thiolation du bois et du papier

Une solution aqueuse a 4% v/v de 3-(mercaptopropyl)triéthoxysilane est acidifiée avec 1,2%
vlv d’acide acétique. La solution, biphasique, est placée sous agitation pendant 1 h jusqu’a
obtention d’une solution homogéne. Le matériau est immergé (90 min pour le bois, 1 s pour le
papier) dans cette solution, puis épongé délicatement avec un papier pour éliminer le surplus
et séché brievement au séche-cheveu. Le matériau est placé a I'étuve pendant au moins 2 h

dans un récipient en verre ou en porcelaine.
» Réaction de thiol-ene click avec la PNMal-B

10 mg (61 pmol) d’AIBN et 100 mg (0,25 mmol) de PNMal-B sont dissous dans 250 mL de
THF. Le bois (15 blocs de 3 x 1 x 0,5 cm) ou le papier (8 disques d’'un diamétre de 3,5 cm)
sont immergés dans cette solution et le tout est chauffé 4 h a 65 °C a I'obscurité totale. Le bois
ou le papier, devenu jaune, est filtré, rincé au THF puis a I'éthanol, et enfin séché a I'étude

(90 °C) pendant une nuit.

VIl.4.2. Fonctionnalisation et greffage du verre et du sable

VII.4.2.1. Activation du verre et du sable
Le sable est activé selon un protocole décrit pour les surfaces en verre.?” Une solution piranha
(150 mL) est préparée a partir de trois volumes d’H>SO4 96% et un volume d’H>O, 30%. 300 g
de sable de Fontainebleau ou 300 g de billes de verres sont alors ajoutés lentement, et le
mélange est laissé 5 h sans chauffage en mélangeant occasionnellement. Le support est alors
filtré sur fritté, lavé a I'eau jusqu’a pH neutre, puis lavé une fois a I'éthanol pour éliminer la
majorité de I'eau. Le support activé est séché a I'étuve (90 °C) pendant une nuit puis stocké

dans une bouteille hermétique contenant un déshydratant.

VII.4.2.2. Silanisation du verre et du sable
Une solution de l'alcoxysilane désiré a 1% v/v dans le toluéne est préparée. Le support est
ajouté de telle sorte gu’il reste 1 cm de liquide au-dessus du matériau. Le mélange est alors
porté a reflux et chauffé pendant 24 h. Par la suite, le support est filtré sur un fritté étuvé. Le
filtrat peut étre réutilisé une seconde fois. Le support est rincé a I'éthanol, puis au CHCl; et
séché 24 h a 90 °C. Le sable-NH; et le sable-SH présentent une légére hydrophobicité, tandis

gue le sable-N; et le sable-alcyne sont tous deux fortement hydrophobes.
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VII.4.2.3. Greffage de la PN sur le sable

Seul le greffage sur le sable est décrit ici, du fait de la possibilité d’obtenir un rendement de

greffage, mais le greffage sur le verre est réalisé en suivant les mémes protocoles.

Vi

: 40 mg (0,22 mmol) de PNBr sont dissous dans 20 mL d’ACN. 20 g de sable-NH. sont

ajoutés et le mélange est porté a 80 °C pendant 16 h. Le sable est par la suite filtré sur
fritté et lavé a I'éthanol puis au CH:Cl.. Le sable est séché a I'étuve a 90 °C pendant au
moins 2 h. Malgré la couleur jaune du sable, 40 mg de PNBr sont récupérés
(probablement impure). L’analyse UV n’a pas permis d’obtenir une mesure suffisamment

fine pour calculer un rendement de fixation.

V2 : 40 mg (0,1 mmol) de PNMal-B et 15 mg (0,09 mmol) d’AIBN sont dissous dans 10 mL de

THF, puis 20 g de sable-SH sont ajoutés. Le tout est porté a 65 °C et chauffé pendant
16 h. Le sable est alors filtré sur fritté, lavé a I'éthanol puis au CH2Cl. et enfin séché a
90 °C pendant 6 h. L'analyse UV du filtrat récupéré indique la présence de 37 mg
(0,09 mmol) de PNMal-B libre, ce qui suggére un taux de greffage de 9%, soit 0,4 pmol

de PN par gramme de sable.

: 16 mg (68 umol) de PNN3 sont dissous dans 5 mL de MeOH. 19 mg (75 umol) de

CuS04.5H,0 et 68 mg (342 pumol) d’ascorbate de sodium sont dissous dans 5 mL d’eau.
Les deux solutions sont mélangées et aprés 5 min, 15 g de sable propargylé sont ajoutés.
Le sable, qui vire rapidement au jaune apres 15 min, est laissé sous agitation mécanique
pendant 24 h. Le sable est filtré sur fritté, lavé a I'éthanol puis au CH.Cl; et séché 6 h a
90 °C. L’analyse UV dufiltrat indique la présence de 3 mg (12,5 pumol) de PNNs, suggérant
un taux de greffage de 80%, soit 3,6 umol de PN par gramme de sable.

V4 : 59 mg (0,25 mmol) de PNN;3 sont dissous dans 10 mL de CH»Cl, avec 3,8 mg (0,02 mmol)

de Cul, 7 pL (0,04 mmol) de DIPEA et 2,3 uL (0,04 mmol) d’AcOH. 50 g de sable
propargylé sont ajoutés. Le sable est laissé sous agitation mécanique pendant 24 h, puis
est filtré sur fritté, lavé a I'éthanol puis au CH2Cl. et séché 6 h 4 90 °C. L’analyse UV du
filtrat indique la présence de 39 mg (0,17 umol) de PNN3s, suggérant un taux de greffage
de 34 %, soit 1,7 umol de PN par gramme de sable.

Vs : 340 mg (1,36 mmol) de PNP sont dissous dans 100 mL de MeOH. 380 mg (1,5 mmol) de

CuS04.5H,0 et 1,36 g (6,84 mmol) d’ascorbate de sodium sont dissous dans 100 mL
d’eau. Les deux solutions sont mélangées, puis, aprés 5 min, 300 g de sable-Ns; sont
ajoutés. Le sable, qui vire rapidement au jaune aprés 15 min, est laissé sous agitation
mécanique pendant 6 h. Le sable est alors lavé avec de I'éthanol, puis avec du CH.Cl; et

enfin séché a 90 °C pendant 6 h. 54 mg (0,22 mmol) de PNP sont récupérés dans le filtrat,
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confirmé par I'analyse UV de ce dernier, suggérant un rendement de greffage de 86%,

soit 3,9 umol de PN par gramme de sable.

Vs : 124 mg (0,5 mmol) de PNP sont dissous dans 20 mL de CH.Cl, avec 7,6 mg (0,04 mmol)
de Cul, 14 uL (0,08 mmol) de DIPEA et 4,6 uL (0,08 mmol) d’AcOH, puis 50 g de sable-
Ns; sont ajoutés. Le sable, qui vire rapidement au jaune, est laissé sous agitation
magnétique pendant 24 h. Le sable est alors lavé avec de I'éthanol, puis avec du CH.Cl,
et enfin séché a 90 °C pendant 6 h. 76 mg (0,31 mmol) de PNP sont récupérés dans le
filtrat, confirmé par I'analyse UV de ce dernier, suggérant un rendement de greffage de

38%, soit 3,9 umol de PN par gramme de sable.

VII.5. Tests de formation des monocouches

VII.5.1.1. Pression de surface
Les mesures de pression de surface des PNCg ont été réalisées sur une balance de Langmuir
thermostatée recouverte de Téflon (775,75 cm?, KSV-NIMA, Biolin Scientific, Finlande), posée
sur une table scellée, enfermée sous une cloche de plexiglas et protégée de la lumiére. Le
fond de la cuve a été parfaitement lavée au cyclohexane, et la lame de Wilhelmy a été décapée
a l'acide chromique. Les expériences ont été réalisées a 22 + 1 °C. La sous-couche est
constituée d’eau ultrapure (Millipore Milli-Q Direct 8 water purification system). Les dérivés de
phénalénone ont été solubilisés dans un mélange CHCI:/MeOH 9:1 (solvants avec une pureté
supérieure a 99,80%, Carlo Erba) et déposés délicatement a linterface air/eau, puis
'ensemble a été laissé 15 minutes pour permetire I'évaporation des solvants. Les

compressions ont été réalisées a une vitesse de 6 A2.molecule.min.

VII.5.1.2. Microscopie a I’angle de Brewster (BAM)
La morphologie des monocouches a été observée a l'aide d’'un microscope a l'angle de
Brewster (MicroBAM 3, Nima Technology Ltd., Coventry, Royaume-Uni) équipé d’'une diode
laser (A =659 nm, 30 MW de pouvoir optique) aux rayons collimatés, polarisée p sur un
diamétre de 6 mm, avec un analyseur et une caméra. La résolution est de I'ordre de 6 um par
pixel, avec un champ de 3,6 x 4,1 mm?2 et une résolution de 640 x 480 pixels. Réalisée a
'aplomb de la cuve d’'une balance de Langmuir (Laboratoire Galien, Université Paris-Sud,
France), les conditions sont similaires aux mesures de pression de surface, mais avec une

vitesse de 7 A2.molecule.min™.

VII.5.1.3. Microscopie a force atomique (AFM)
Les films de Langmuir-Blodgett ont été préparés a partir sur une balance de Langmuir
thermostatée recouverte de Téflon (775.75 cm?, KSV-NIMA, Biolin Scientific, Finlande). La

surface de mica (diameétre de 1,5 cm) fraichement clivée est plongée a l'interface de la sous-
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couche, puis les dérivés de phénalénone solubilisés dans un mélange CHCls/MeOH 9:1
(solvants avec une pureté supérieure a 99,80%, Carlo Erba) sont déposés délicatement a
l'interface air/eau. L’ensemble est laissé 15 minutes pour permettre I'évaporation des solvants.
Les compressions ont été réalisées a une vitesse de 6 A2Zmolecule.mint jusqu’a atteindre la
pression souhaitée. Apres arrét des barriéres, le mica est lentement retiré, permettant le
transfert de la monocouche sur le support. Le disque de mica est alors fixé a I'aide de graisse
sur une lamelle de verre. Le microscope a force atomigue (JPK Nanowizard 3 Ultra Speed de
JPK Instruments, Berlin, Germany) est situé dans une piéce thermostatée, a la ventilation
contrblée, sur une table antivibration et enfermé dans une boite acoustique. L'imagerie des
films de Langmuir-Blodgett fixés a la surface du mica est réalisée a I'aide du cantilever « F »
d’une puce MLCT en nitrure de silicium, avec une constante de raideur de 0,4 & 0,6 N.m™* et
une fréquence de résonnance de 125 a 130 kHz. L’amplitude d’oscilllation basse (1 nm)
permet une trés bonne résolution de I'image. Le retraitement des informations pour modéliser
les images a été réalisé grace au logiciel JPK Data Processing (JPK Instruments). Seules les
images représentatives des échantillons sont présentées dans cette these.

VII.6. Tests biologiques

VII.6.1. Souches bactériennes et conditions de culture

Staphylococcus aureus CIP76.25, Staphylococcus epidermidis CIP109.562, Pseudomonas
aeruginosa CIP76110, Escherichia coli CIP53.126 et Escherichia coli CIP54.8T proviennent
de la collection de l'institut Pasteur (CIP, Institut Pasteur Paris, France). Bacillus cereus CH
provient de Anyang Yuanshou Biopharmaceutical (Chine). Les souches sont cultivées dans
du bouillon Trypticase Soja (TS), consistant en un extrait de caséine pancréatique a 17 g/L,
de peptone papainigue de soja 3 g/L, de glucose a 2,5 g/L, de NaCl a 5 g/L, et de K:HPO, a

2,5 g/L, sont incubées une nuit a 37 °C en milieu aérobie avant toute utilisation.

VII.6.2. Concentrations minimales inhibitrices (CMI)
Les essais sont réalisés dans le milieu TS liquide en triplicat selon le test standard par
microdilutions. Tous les composés sont dissous dans un mélange eau/éthanol 99:1 en
solutions stock de 1 mM conservées a 4 °C. Au moment de l'utilisation, des solutions a 400 puM
dans le milieu TS sont préparées, et 200 pL de ces solutions sont placées dans la premiére
rangée d’'une plaque 96 puits. Des dilutions au demi sont alors réalisées de 400 a 1,56 uM.
100 pL d’'une suspension bactérienne a 2.10® UFC/mL sont ajoutés, résultant en une série de
concentrations de 200 a 0,78 pM. Les plagues sont par la suite irradiées avec une rampe de
LED dans le domaine du visible (4,83 mW/cm?) pour une fluence totale de 25 J/icm2. Le
contrble a l'obscurité est réalisé dans les mémes conditions mais les plagues sont

enveloppées dans du papier aluminium. Aprés 5 h d’irradiation, les plaques sont incubées 19 h
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supplémentaires a I'obscurité a 37 °C. La plus basse concentration pour laquelle aucune
croissance bactérienne (turbidité) n’est observée correspond a la CMI. Tous les composés
ayant une activité d’inhibition a 0,78 uM ont a nouveau été testés de la méme maniére dans

la gamme 25-0,1 pM.
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Annexe 1. Spectres RMN H, RMN *3C et HRMS des composés synthétisés

Annexe 1.1. PN fonctionnalisées (Chapitre Il)
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Figure A172. Spectre RMN 13C de la PSCN dans CDCI3
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Figure A173. Spectre HRMS (ESI*) de la PNSCN

255




TANOMOWONOO N0 AN 0] oo [ I el =)} W WL T WD
MMM NN W@ W0 ol N w0 ~\C W\ r~ OO0 OCO o™

o0 0o 0 000 @O r~0r~0r~r~rr-rrer- wy = Mmooy ;M ™ [ IS U SR I e Ao — — -

TS\ Ve VN SN N

JJ@' Lo ) il .

9.0 8.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Aidhy T !
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Figure A175. Spectre RMN 13C de la PNOEt dans Acétone-ds
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Figure A176. Spectre HRMS (ESI+) de la PNOEt
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Figure A178. Spectre RMN 13C de la PNOMe dans CDCl3
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Figure A179. Spectre HRMS (ESI*) de la PNOMe
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Figure A181. Spectre RMN 13C de la PNOH dans CDCI3
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Figure A182. Spectre HRMS (ESI*) de la PNOH
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Figure A184. Spectre RMN 13C de la PNCHO dans CDCl3
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Figure A187. Spectre HRMS (ESI-) de la PNS
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Figure A189. Spectre RMN 13C de la PNPA dans DMSO-ds
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Figure A191. Spectre RMN 13C de la PNP dans CDCl3
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Figure A192. Spectre HRMS (ESI*) de la PNP
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Figure A195. Spectre HRMS (ESI*) de la PNSPN
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Figure A198. Spectre HRMS (ESI*) de la PNSAc
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Figure A200. Spectre RMN 13C de la PNSH dans CDCls
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Figure A201. Spectre HRMS (ESI+*) de la PNSH
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Figure A204. Spectre HRMS (ESI*) de la PNBOC-A
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Figure A209. Spectre RMN 13C de la PNNH2-B dans D20
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Figure A210. Spectre HRMS (ESI+) de la PNNH»-B
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Figure A212. Spectre RMN !3C de la PNNH>-C dans CD30D
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Figure A213. Spectre HRMS (ESI+) de la PNNH>-C
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Figure A216. Spectre HRMS (ESI*) de la PNCOOH-A
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Figure A218. Spectre RMN 13C de la PNCOOMe dans CDCl3
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Figure A222. Spectre HRMS (ESI*) de la PNCOOH-B
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Annexe 1.2. PN portant un groupement maléimide (Chapitre Ill)
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Figure A225. Spectre HRMS (ESI*) de la PNMal-A
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Annexe 1.3. PN portant une chaine grasse (Chapitre IV)
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Figure A230. Spectre RMN 13C de la PNC;s-A dans CDCl3
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Figure A231. Spectre HRMS (ESI+) de la PNC1s-A
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Figure A234. Spectre HRMS (ESI*) de la PNC1s-B
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Figure A237. Spectre HRMS (ESI+) de la PNCis-C
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299



N OO MO OO0 WS oo
~e~rrr- e

™
0

CWWOOoOOoOOoOo o I~r-

™M = OO WO M
W0 WA W WD WD W

an

e

S M Mmoo Mmoo m Mmoo Mmoo o

e e e e

I

~ -

O 0 W ™

~ T T

-

HO
HO

JJULM_J .

i

|

3.5 3.0 2.5 ppm

4.0

4.5

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

T e

9.5

3¢l

Figure A241. Spectre RMN 'H de la PNGly dans CDCl3

VAl

TLEET

J

] Wit

70 ppm

170 160 150 140 130 120 110 100 20 80

180

300

Figure A242. Spectre RMN 13C de la PNGly dans CDCI3



Intens. |
x1054

+MS, 0.41min #24, Background Subiracted (#6-7)

1+

307.0943

1+
193.0648 1+
285.1124

165.0698

150 C200 250 300

400 miz

Intens. |
)‘.104
sd

1+
285.1124

X051041CYC.d: +MS, 0.41min #24, Background Subtracted (#6-7)

1+
286.1160

44

1+
285.1121

1+
286.1155
1+
287.1181

CwHir0s, 285.1121

‘2860 @ 2865 " 2870 2875

Figure A243. Spectre HRMS (ESI+) de la PNGly

301

‘2880 2885  miz



e e L

—

OO0 W= O

MOOND O N Y

S T I A s W

ppm

1.0

1.5

2.0

25

3.0

3.5

4.0

oMo A A A A A A A O OO

4.5

I
5.0

60 55

[~ & oo oo

P
6.5

-

Figure A244. Spectre RMN 'H de la PNCis-D dans CDClI3

7.0

-

75

8.0

ik

8.5

W oW W™

9.0

N . e S VS A e e

oW 0w

66" £

B BT ——

ppm

30

40

50

60

70

100 90 80
302

110

120

160 150 140 130
Figure A245. Spectre RMN 13C de la PNCis-D dans CDCl3

170

180




Intenss_- +MS, 0.37min #21, Background Subtracted (#6-8)]
x10
1+

6 5518725

IQS'PG“S ol | 1.. o B1I?ﬁ§3§?
800

100 200 300 400 500 600 700 1900 1000 miz

Intens. |

x109 1+
6 5513725

X047005CYC.d: +MS, 0.37min #21, Background Subtracted (#6-8]

44

1+
552.3761

1+
553.3790
A

CasHsy0s, 551.3731
1+

6 551.3731

1+
552.3765

1+
553.3796 1+
l A 554.3825

551 552 553 554 555 m/z

Figure A246. Spectre HRMS (ESI*) de la PNCis-D
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Annexe 1.4. PN portant un sel de triazolium (Chapitre V)

OO TN A0 DN A fee) o= -
feole sl a i o colNeole o e ol o I o I ml il e T B Al N o RN e U o) wy =+ T

uwy
O MENNAAAOOMM™WWWWOENTMmm [ ~rm~ < (e}
-

s k=== Vo

e

\ |

o}

%NH ®N=y
|

o] \’Q\/N

95 9.0 85 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 2.5

B o e B B 0 L o W

EREEEENEE O g |5 5
Figure A250. Spectre RMN 1H de la PNBOC-B dans CDCl3
RN v ]
C V Ll ‘ | |
1 éO 1 ;0 1 (ISO 1 éO 1 f‘lO 1 1‘30 1 50 1 ‘; 0 1 (I)O 9|0 SIO 7|0 GIO 5|0 4‘0 ppm

Figure A251. Spectre RMN 13C de 1a PNBOC-B dans CDCI3
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Figure A266. Spectre RMN 13C de la PNAda-B dans CDCl3
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Figure A269. Spectre RMN 13C de la PNAda-C dans CDCl3
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Figure A270. Spectre HRMS (ESI*) de la PNAda-C
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Figure A273. Spectre HRMS (ESI*) de 1a PNBn-A
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Figure A276. Spectre HRMS (ESI*) de la PNBn-B
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Figure A279. Spectre HRMS (ESI*) de 1a PNBn-C
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Figure A281. Spectre RMN 13C de la PNGIc-A dans Acétone-de
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Figure A284. Spectre RMN 13C de la PNGIc-B dans CD30D
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Figure A285. Spectre HRMS (ESI*) de la PNGIc-B
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Figure A288. Spectre HRMS (ESI*) de la PNGlc-C

331



NOOFFWOWOWOOwW A 00 mMmummmMmJOo 0o dhhooo-unumMr-oMmMMEd 0N T oo oS
OO MEANNN A A AT A OOV OWOYOY NSNS A O D

e ol .Jl L

95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0
EINEEE g s Bl g
- NN NN N N N - N (=]
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Figure A290. Spectre RMN 13C de la PNGlc-D dans CDCls
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Figure A294. Spectre HRMS (ESI*) de la PNGIc-E
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Figure A297. Spectre HRMS (ESI*) de la PNGIc-F
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Figure A300. Spectre HRMS (ESI*) de la PNMan-a
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Figure A303. Spectre HRMS (ESI*) de la PNMan-f3
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Figure A305. Spectre RMN 13C de la bisPN-A dans CDCls
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Annexe 2. Caractérisations physico-chimiques

Annexe 2.1. Fluorescence
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Figure A315. Spectres d'émission et temps de vie de la fluorescence

Annexe 2.2. Oxygéne singulet
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ABSTRACT: 1H-Phenalen-1-one is a very efficient and easy-to-synthesize
photosensitizer. Many substitutions have been previously described, but most of
them significantly reduce the singlet oxygen quantum yield. The chloromethyl
derivative described elsewhere is a good starting point for the synthesis of many
useful derivatives because of the methylene bridge that saves its unique
photosensitizing properties. Eighteen new phenalenone derivatives have been
synthesized, bearing amine, carboxylic acid, alcohol, azide, and other major o
functional groups in organic chemistry. These reactions were carried out in C“

good-to-excellent yields, and most of these new compounds retained the singlet
oxygen quantum yield of the parent molecule. These new derivatives are very
promising precursors for a number of applications such as the development of S

photosensitive antimicrobial agents or materials.

B INTRODUCTION

1H-Phenalen-1-one, also known as perinaphthenone or simply
phenalenone (PN), is an oxygenated polycyclic aromatic
hydrocarbon bearing a ketone moiety. This skeleton is found
in several plant or fungal compounds, which are thought to
play roles in the protection of organisms against external
aggressions (e.g, phytoalexins).l Some of these natural or
natural-like phenalenones have demonstrated moderate-to-
good activities against fungi,” as well as against human cancer
cells,” but PN is mostly recognized as a type-II photosensitizer
that, upon irradiation with blue light, is able to produce singlet
oxygen with a very high quantum yield." Several recent reports
have described successful photodynamic treatments of fungi,®
bacteria,® or parasitesv based on the use of phenalenone
derivatives. It appears that singlet oxygen production is highly
influenced by substitutions on the PN skeleton. Addition of
electron-withdrawing moieties™ or a methylene bridge” does
not seem to influence the singlet oxygen quantum yield,
contrary to electron-donating moieties” ~ or conjugation
elongation' that significantly decreases the photosensitizer
capabilities. Based on the previous work of Spith et al., which
only described the synthesis of ammonium derivatives,'' we
present in this article the functionalization of phenalenone with
some of the main organic functions along with an evaluation of
the singlet oxygen quantum yields of the synthesized
derivatives.

B RESULTS AND DISCUSSION

Phenalenone Synthesis and Chloromethylation. PN
(1) was synthesized by the method of Song et al.’ and

® XXXX American Chemical Society

7 ACS Publications

Carbamate, amines

improved with the use of microwave activation (Scheme 1),
which allowed a drastic reduction in reaction time from 3 h to

Scheme 1. Phenalenone Synthesis

o
i O
S ¢l AIClyin CH,Clp OO
+ e —
3h, 40°C

or 12 min, 100W PN (1)

12 min. Multigram-scale reaction leads to a cost-effective
production of PN with a very satisfactory purity (further
purification is unnecessary).

Chloromethylation'' has been optimized by increasing the
reaction time from 8 to 16 h (Scheme 2). This modification
made it possible to obtain the chloromethyl derivative 2
(PNCI) with a yield of 51%, a noticeable increase compared
with the 36% yield as reported in the original protocol.
Replacing HCl with HBr allowed us to obtain the
bromomethyl derivative 3 (PNBr), although with a lower
yield (37%).
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Scheme 2. Phenalenone Halomethylation

% = g

PNX X=CI(2), Br (3)

Functionalization of the PNXs. PNCI has been
previously used in the synthesis of amine and ether derivatives
of PN.”""'* The halogen moiety is prone to react at room
temperature with a variety of anionic compounds (Scheme 3).

Paraformaldehyde
ACOH, H3PO,, HX

11OC 16h

Scheme 3. Reactions of PNXs with Various Nucleophiles
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Reaction of PNCI with sodium methoxide in MeOH/
CH,Cl, mixture gave the methyl ether § (PNOMe) in 92%
yield. Demethylation of PNOMe in the presence of BBr,
resulted in the formation of the corresponding alcohol 6
(PNOH), also in excellent yield (88%) (Scheme 4).

The propargylated phenalenone 7 (PNP) was obtained from
PNCI by etherification in 86% yield under phase-transfer
catalytic conditions using a quaternary ammonium salt as the
catalyst and aqueous sodium hydroxide as the base."'

The sulfonate derivative 8 (PNS) was obtained by reaction
of Na,SO; with PNBr in a CHCl;/MeOH/H,O mixture in the
presence of a surfactant during 6 h. The synthesis of a few
sulfonated phenalenones has been already described, but,
because of the experimental conditions (concentrated H,SO,

Scheme 4. Alcohol Derivative Synthesis

HO
(0]
BBrs ‘
CHchZ
90 min, r.t.

PNOMe (5) PNOH (6)
88%

at 180 °C), regioselectivity seemed to be difficult to control
and substitution occurred in position 2 or 5. &13 Even if,
starting from PN, the yield is lower (36%) than those
described in the literature (47—55%), the present protocol
ensures a rigorous regioselectivity under mild conditions.

The thiocyanate derivative 9 (PNSCN) was obtained by
nucleophilic substitution of chlorine with KSCN in 47% yield.

The thioacetate derivative 10 (PNSAc) was synthesized by
reaction of PNCI with potassium thioacetate during 4 h in
MeOH under an inert atmosphere. After chromatographic
separation, PNSAc was isolated in 77% yield. Thioacetate was
converted to thiol by treatment of PNSAc with K,CO; in
MeOH, under an inert atmosphere to avoid the formation of a
disulfide bond; thiolated phenalenone 11 (PNSH) was
obtained in 77% yield (Scheme $).

Scheme 5. Thiol Derivative Synthesis
AcS HS

(o] (0]
‘ K2CO3 GO
OO _—
MeOH
3h,rt, Ar.

PNSAc (10) PNSH (11)
77%

The azide derivative 4 (PNN;) was synthesized by the
action of sodium azide in MeOH/H,O with a yield of 93%.
This derivative was further modified through Huisgen-1,3-
dipolar cycloaddition with propargylated compounds such as
methyl propiolate or N-BOC-propargylamine to yield the
methylester 12 (PNCOOMe) and carbamate 15 (PNBOC)
derivatives, respectively. Conducted at room temperature,
these reactions proceeded very quickly and cleanly to afford
the corresponding compounds in almost quantitative yields.
Acid hydrolysis of PNCOOMe and PNBOC led, respectively,
to the carboxylic acid 13 (PNCOOH-A) and the ammonium
chloride 16 (PNNH,-A) derivatives without further purifica-
tion. Another acid derivative (PNCOOH-B, 14) was directly
synthesized from PNN; and 10-undecynoic acid in aqueous
media.

The simplest amine derivative 17 (PNNH,-B) was obtained
by the classical Staudinger reduction with triphenylphosphine
as the reducing a$ent, a method much more effective than the
Gabriel synthesis'* (93% yield instead of 46%) (Scheme 6).

All these functions can be easily used for the synthesis of
new phenalenone derivatives. For example, amino derivatives
are easily transformed via the formation of peptide bonds. An
adamantane derivative (PNAda, 18) was obtained by reaction
of the corresponding acyl chloride with PNNH,-A (16). A

https://dx.doi.org/10.1021/acsomega.0c04172
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Scheme 6. Synthesis of Amino- and Acid Derivatives
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maleimide group was added after reaction between NHS-
activated 6-maleimidohexanoic acid (MHA) with PNNH,-B
(17) to obtain 19 (PNMal). The peptidic couplings were
obtained in good yields regardless of the amino-PN used
(Scheme 7).

In addition to adding amino or acid groups, the azide
function can be used to attach other functions, for example,
sugar moieties. A propargyl-glucose derivative has been
attached to PNNj (4) in good yield, and the resulting product
20 was then deprotected to obtain a new hydrosoluble neutral
phenalenone 21 (Scheme 8).

The different phenalenone derivatives were characterized by
NMR spectroscopy and high-resolution electro-spray mass
spectrometry (see the Supporting Information).

Photophysical Properties. The photophysical data of all
the compounds were obtained in CHCI, (Table 1). Because of
its insolubility in this solvent, PNS (8) was not tested.

The absorption spectra of the PN derivatives present two
main absorption bands: the lower energetic band between 330

and 430 nm corresponding to a n — 7* transition and the
higher energetic band between 240 and 260 nm corresponding
to a 7 — #* transition. The n — 7** transition exhibits a lower
extinction coefficient than the 7 — #* transition. The UV—
visible spectrum of PNMal (19) displays an additional band
probably because of the presence of the maleimide group (see
the Supporting Information).

Singlet oxygen was measured by direct observation of singlet
oxygen phosphorescence at 1270 nm. The singlet oxygen
quantum yields have been calculated in comparison with the
free PN (1) in CHCI, as reference (QY of 0.98)." Because of
the presence of the methylene bridge,'"'* halogens, ethers,
alcohols, amines, acids, and amide moieties do not impact the
singlet oxygen quantum yield of the photosensitizers, that is
close to unity. On the contrary, sulfur-based derivatives 9, 10,
and 11 exhibit significantly lower singlet oxygen quantum
yields. To a certain extent, these results are not surprising, as
sulfur groups are known to quench singlet oxygen either by
physical or chemical process.'” The singlet oxygen lifetime

https://dx.doi.org/10.1021/acsomega.0c04172
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Scheme 7. Examples of Peptidic Coupling
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Table 1. Photophysical Data of the Different PN
fluorescence lifetime 10, lifetime
compounds (ns) of (us) DA
PN (1) 57 <0.01 199 0,98
PNCI (2) 12 <0.01 201 1,04
PNBr (3) 5,7 <0.01 174 0,71
PNN; (4) 12 <0.01 203 0,81
PNOMe () 62 <0.01 205 0,79
PNOH (6) 2,6 <0.01 208 093
PNP (7) 2,0 <0.01 197 1,00
PNS (8) ND ND ND ND
PNSCN (9) 56 <0.01 213 0,36
PNSAc (10) 58 <0.01 202 0,23
PNSH (11) 56 <0.01 204 0,13
PNCOOMe (12) 59 <0.01 189 1,14
PNCOOH-A 39 <0.01 201 1,30
(13)
PNCOOH-B 47 <0.01 201 1,11
(14)
PNBOC (15) 2,6 <0.01 203 1,07
PNNH,-A (16) 0,6 <0.01 198 1,11
PNNH,-B (17) 37 <0.01 189 1,07
PNAda (18) 31 <0.01 193 0,89
PNMal (19) 48 <0.01 206 1,00
PNGIlc-A (20) 56 <0.01 197 1,18
PNGlc-B (21) 3,0 <0.01 178 1,18

values in CHCI; are homogeneous and grouped around the
average value of 200 us.

The relative fluorescence quantum yields of all the
synthesized derivatives are very weak, less than 1% of that of
quinine sulfate. As the first excited state of phenalenone
proceeds from a n — z* transition, the fluorescence quantum
yield is low because the de-excitation process is for the most
part because of an intersystem crossing whose quantum yield is
close to unity" (see the Supporting Information).

In summary, this paper describes the synthesis and the
characterization of 21 phenalenone derivatives, of which 18 are
original; new reaction conditions or strategies used for some of
them led us to improve the yield synthesis. Halogenomethyl-
phenalenones are convenient precursors for a large range of
phenalenone derivatives. The methylene bridge allows
retaining the singlet oxygen quantum yield of the free PN,
but sulfur-based phenalenone derivatives have shown a lower
production of singlet oxygen.

B EXPERIMENTAL SECTION

General Information. All reagents and solvents were
purchased from Alfa Aesar, TCI, Carlo Erba, Fisher Chemical,
VWR, or Sigma Aldrich and were used as received.

Analytical thin-layer chromatography was performed on
silica plates (Kieselgel 60 F254, thickness 0.2 mm, Merck) and
was revealed by direct observation and under a UV lamp at 345
nm. Purifications by column chromatography were carried out
using silica gel 60 (Merck, 0.015—0.040 mm).

NMR analyses were conducted on a Bruker DPX 500 NMR
spectrometer, operating at 500 MHz with tetramethylsilane as
the reference. s = singlet, d = doublet, dd = double doublet, t =
triplet, q = quartet, q° = quintet.

High-resolution electrospray ionization mass spectra (HR
ESI-MS) were performed at the ICOA/CBM (FR2708),
Orléans university (France), with a Bruker Q-TOF maXis mass
spectrometer coupled to an Ultimate 3000 RSLC chain
(Dionex). Melting points were measured on a Kofler bench
(Leica VMHB).

FT-IR analyses were realized on a FT-IR/NIR Frontier
spectrometer (Perkin Elmer). st. = stretching, b. = bending,
opb. = out of plane bending.

Absorption spectra were recorded on a UV-3600 UV —visible
double-beam spectrophotometer (Shimadzu, Marne La Vallée,
France). Fluorescence spectra were recorded on a Fluorolog
FL3-222 spectrofluorometer (HORIBA Jobin Yvon, Long-
jumeau, France) equipped with a 450 W Xenon lamp, a
thermostated cell compartment (25 °C), a UV-visible
photomultiplier R928 (Hamamatsu, Japan), and an InGaAs
infrared detector (DSS-16A020L Electro-Optical System Inc,
Phoenixville, PA, USA). Excitation beam is diffracted by a
double-ruled grating SPEX monochromator (1,200 grooves/
mm blazed at 330 nm). Emission beam is diffracted by a
double-ruled grating SPEX monochromator (1,200 grooves/
mm blazed at 500 nm). Singlet oxygen emission was detected
through a double-ruled grating SPEX monochromator (600
grooves/mm blazed at 1 ym) and a long-wave pass (780 nm).
All spectra were obtained in four sides clear fluorometer quartz
cuvettes. All the emission spectra (fluorescence and singlet
oxygen luminescence) have been measured from solutions
displaying the same absorbance at the excitation wavelength
(less than 0.2).

Time-resolved experiments were performed using, for
excitation, a pulsed laser diode emitting at 407 nm (LDH-P-
C-400M, fwhm <70 ps, 1 MHz) coupled with a PDL 800-D
driver (both from PicoQuant GmbH, Berlin, Germany) and,

https://dx.doi.org/10.1021/acsomega.0c04172
ACS Omega XXXX, XXX, XXX—XXX

353




ACS Omega

http://pubs.acs.org/journal/acsodf

for detection, a SPCM-AQR-15 avalanche photodiode (EG &
G, Vaudreuil, Canada) coupled with a 550 nm long-wave pass
filter as detection system. Acquisition was performed with a
PicoHarp 300 module with a PHR-800 4 channel router (both
from PicoQuant GmbH, BERLIN, Germany). Fluorescence
decays were recorded using the single photon counting
method. Data were collected up to 1,000 counts accumulated
in the maximum channel and analyzed using Time Correlated
Single Photon Counting (TCSPC) software Fluofit (Pico-
Quant GmbH, Berlin, Germany) based on iterative reconvo-
lution using a Levensberg-Marquandt algorithm, enabling the
obtention of multiexponential profiles (mainly one or two
exponentials in our case).

Synthesis of the PN Derivatives. 1H-Phenalen-1-one 1
(PN). PN was synthesized by applying the protocol described
elsewhere” without purification of the black tar to reach a yield
of 58%. This protocol has been improved with the use of
microwave irradiation. Briefly, 960 mg (7.5 mmol) of
naphthalene and 1.25 g of cinnamoyl chloride were dissolved
in 7.5 mL of CH,Cl, and placed in an ice bath for 10 min.
AICI, (3 g) was slowly added, and the mixture was stirred 10
min at 4 °C. The reaction medium was then irradiated for 12
min at 100 W and then poured into 100 mL of 37% HCI and
filtered, and the filtrate was diluted in water before extraction
with CH,Cl, to obtain 780 mg (4.3 mmol, 57%) of a matt
yellow powder. '"H-NMR (500 MHz, CDCl;): & (ppm) 8.64
(dd, J = 1.1, 7.4 Hz, 1H), 821 (dd, ] = 0.9, 8.0 Hz, 1H), 8.03
(d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.80 (d, ] = 7.6 Hz, 1H), 7.76 (d, ] = 9.8
Hz, 1H), 7.76 (d, ] = 9.6 Hz, 1H), 7.61 (dd, ] = 7.1, 8.2 Hz,
1H), 6.74 (d, J = 9.8 Hz, 1H). *C-NMR (125 MHz, CDCI3):
5 (ppm) 185.67, 14176, 134.89, 13220, 131.92, 131.34,
130.38, 129.52, 129.28, 127.89, 127.59, 127.14, 126.64. FT-IR:
v (em™): 3039 (Aromatic CH st.), 1635, 1622, 1571, 1505
(C=0 st, C=C st.,, CCC b.), 1392, 1356, 1284, 1236, 1183,
1121 (C=C st, CH b,, CCC b.), 957, 828, 773, 732, 702, 614
(Aromatic —CH opb.). MS: HRMS (ESI*), caled for C,3H,O
[M + H]": 181.064791; found, 181.065003. MW: 180.21 g/
mol. mp 153 °C.

2-(Chloromethyl)-1H-phenalen-1-one 2 (PNCI). The pro-
cedure described elsewhere'' was improved by increasing the
reaction time. Briefly, 9.72 g (54 mmol) of PN, 29.7 g of
paraformaldehyde, 216 mL of glacial acetic acid, and 135 mL
of 85% phosphoric acid were mixed and warmed at 110 °C
until solubilization of the solids. Hydrochloric acid (144 mL,
37%) was added, and the reaction was kept at 110 °C for 16 h.
After cooling to room temperature, the solution was poured
into 500 mL of ice and water and pH was increased with 5 M
NaOH. The supernatant dark solid was filtered and washed
with 1 M NaHCO,, and the product was extracted with
CH,Cl, and purified by column chromatography (CH,Cl,/PE
1:1) to yield 6.30 g (27.5 mmol, 51%) of a bright yellow
powder (litt. 36%). '"H-NMR (500 MHz, CDCLy): & (ppm)
8.68 (dd, J = 1.1, 7.4 Hz, 1H), 822 (dd, J = 0.9, 8.0 Hz, 1H),
805 (d, ] = 7.9 Hz, 1H), 7.94 (s, 1H), 7.81 (m, 2H), 7.62 (dd,
J=7.1,82 Hz, 1H), 468 (d, ] = 0.9 Hz, 2H). BC-NMR (125
MHz, CDCL): & (ppm) 18349, 14029, 135.66, 135.17,
13220, 132,06, 132.00, 130.92, 129.02, 127.31, 127.29, 127.21,
126.81, 41.39. FT-IR: v (cm™'): 2968, 2924 (Aromatic CH
st.), 1637, 1623, 1595, 1578, 1569, 1507 (C=0 st,, C=C st,,
CCC b.), 1424, 1403, 1394, 1361, 1270, 1253, 1227, 1191,
1124; 1027 (C=C st, CH b., CCC b.), 949, 937, 847, 790,
769, 670 (Aromatic —CH opb.). MS: HRMS (ESI*), calcd for

C4H(ClO [M + H]": 229.041469; found, 229.041619. MW:
228.7 g/mol. mp 143 °C.
2-(Bromomethyl)-1H-phenalen-1-one 3 (PNBr). PN (9.02
g 50 mmol), 27.5 g of paraformaldehyde, 200 mL of glacial
acetic acid, and 125 mL of 85% phosphoric acid were mixed
and warmed at 110 °C until solubilization of the solids.
Hydrobromic acid (236 mL, 48% ) was added, and the
reaction was kept at 110 °C for 16 h. After cooling to room
temperature, the solution was poured into 500 mL of ice and
water and neutralized with 0.5 M NaOH and then with solid
K,COs. The supernatant dark solid was filtered and washed
with 1 M NaHCO;, and the product was extracted with
CH,Cl, and purified by column chromatography (CH,Cl,/PE
1:1) to yield 5.05 g (18.5 mmol, 37%) of a bright yellow
powder. 'H-NMR (500 MHz, CDCl,): & (ppm) 8.69 (dd, J =
0.8, 7.5 Hz, 1H), 822 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.05 (d, ] = 8.3 Hz,
1H), 7.92 (s, 1H), 7.81 (m, 2H), 7.62 (dd, ] = 7.4, 8.0 Hz,
1H), 4.56 (s, 2H). C-NMR (125 MHz, CDCL,): & (ppm)
183.32, 141.36, 136.36, 135.34, 132.52, 132.27, 132.20, 131.28,
129.25, 127.61, 127.56, 12745, 127.01, 28.34. FT-IR: v
(em™): 3038, 2977 (Aromatic CH st.), 1635, 1621, 1595,
1568, 1507 (C=0 st., C=C st,, CCC b.), 1417, 1404, 1391,
1358, 1268, 1257, 1227, 1205, 1189, 1111, 1074, 1043, 1026
(C=C st, CHb., CCC b.), 973, 943, 930, 887, 845, 787, 768,
748, 691, 630, 615 (Aromatic —CH opb.). MS: HRMS (ESI*),
caled for C,H,(BrO [M + HJ]": 272.990953; found,
272.990960. MW: 273.13 g/mol. mp 174 °C.
2-(Azidomethyl)-1H-phenalen-1-one 4 (PNN,). PNCI
(342 g 15 mmol) and 19.5 g (300 mmol) of NaN; were
dissolved in 1.08 L of MeOH and 120 mL of water. The
solution was left under stirring for 24 h at room temperature.
MeOH was evaporated, and the aqueous suspension was
extracted with CH,Cl,. The organic phase was dried with brine
and then over MgSO, and evaporated. The crude was purified
by column chromatography (CH,Cl,/EP 1:1) to yield 3.28 g
(14 mmol, 93%) of a bright yellow powder. 'H-NMR (500
MHz, CDCly): 6 (ppm) 8.68 (dd, ] = 0.9, 7.4 Hz, 1H), 8.24
(d, ] = 8.0 Hz, 1H), 8.06 (d, ] = 82 Hz, 1H), 7.82 (m, 3H),
7.63 (dd, J = 7.2, 8.1 Hz, 1H), 446 (s, 2H). 3*C-NMR (125
MHz, CDCL): & (ppm) 18421, 13921, 13522, 13430,
132.09, 132.08, 131.90, 130.82, 129.00, 127.28, 127.26, 127.18,
126.83, 50.05. FT-IR: v (cm™): 3049, 2927 (Aromatic CH
st.), 2109 (N; st.), 1628, 1570, 1508 (C=O0 st, C=C st.,
CCC b.), 1388, 1247, 1176, 1025 (C=C st CH b,, CCCb.),
908, 838, 769, 700, 661 (Aromatic —CH opb.). MS: HRMS
(EST'), caled for C,H (N;O [M + H]™: 236.081838; found,
236.081868. MW: 235.25 g/mol. mp 96 °C.
2-(Methoxymethyl)-1H-phenalen-1-one 5 (PNOMe). PNCI
(1.82 g, 8 mmol) was dissolved in 80 mL of MeOH and 40 mL
of CH,Cl,, and 8 mL (20 mmol) of 5 M sodium methoxide in
MeOH was slowly added. The solution was stirred for 1 h at
room temperature, and the base was neutralized with
concentrated HCI, filtered, and evaporated. The crude was
purified by column chromatography (eluent: CHCl,/MeOH
99:1) to yield 1.64 g (7.2 mmol, 92%) of a bright yellow
powder. "H-NMR (500 MHz, CDCly): 6 (ppm) 8.64 (dd, J =
0.8, 7.4 Hz, 1H), 820 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.00 (d, ] = 8.3 Hz,
1H), 7.82 (s, 1H), 7.77 (t, ] = 7.6 Hz, 1H), 7.77 (d, ] = 7.0 Hz,
1H), 7.59 (dd, J = 7.3, 8.0 Hz, 1H), 4.55 (d, J = 1.2 Hz, 2H),
3.56 (s, 3H). *C-NMR (125 MHz, CDCLy): § (ppm) 184.44,
137.30, 136.72, 134.91, 132.03, 131.39, 131.33 130.39, 129.21,
127.72, 127.07, 127.01, 126.79, 69.37, 59.02. FT-IR: v (cm™):
2974, 29385, 2830 (Aromatic CH st.), 1630, 1571, 1507 (C=0

https://dx.doi.org/10.1021/acsomega.0c04172
ACS Omega XXXX, XXX, XXX—XXX

354



ACS Omega

http://pubs.acs.org/journal/acsodf

st, C=C st, CCC b.), 1447, 1396, 1247, 1191, 1109, 1021
(C=C st, CH b., CCC b.), 918, 839, 772, 672 (Aromatic
—CH opb.). MS: HRMS (ESI*), caled for C,;H;0, [M +
HJ*: 225.091006; found, 225.091224. MW: 224.26 g/mol. mp
86 °C.

2-(Hydroxymethyl)-1H-phenalen-1-one 6 (PNOH).
PNOMe (1.64 g 7.2 mmol) was dissolved in 35 mL of
CH,Cl,, and 10 mL (10 mmol) of 1 M BBry in CH,Cl, was
slowly added. The orange solution was stirred for 90 min at
room temperature. Thirty-five milliliters of 1 M HCI in water
was added, and the resulting yellow organic phase was
collected, washed with water and brine, dried over MgSO,,
and evaporated. The crude was purified by column
chromatography (eluent: CHCl;/MeOH 98:2 then 96.5:3.5)
to yield 1.33 g (6.33 mmol, 88%) of a bright yellow powder.
"H-NMR (500 MHz, CDCl;): § (ppm) 8.63 (d, ] = 7.3 Hg,
1H), 8.21 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.01 (d, ] = 8.3 Hz, 1H), 7.79 (¢,
J=7.7Hz, 1H),7.77 (d, ] = 7.6 Hz, 1H), 7.73 (s, 1H), 7.60 (t,
J = 7.6 Hz, 1H), 4.72 (s, 2H), 3.03 (s, 1H). *C-NMR (125
MHz, CDCL): & (ppm) 185.88, 138.31, 137.97, 135.26,
132.01, 131.79, 131.77, 130.59, 129.13, 127.44, 127.1S§, 127.08,
126.83, 62.29. FT-IR: v (cm™): 3438 (OH), 2919, 2890, 2851
(Aromatic CH st.), 1635, 1611, 1564, 1509 (C=0 st., C=C
st, CCC b.), 1450, 1398, 1361, 1263, 1242, 1179, 1125, 1073,
1002, 990 (C=C st., CH b., CCC b.), 892, 844, 778, 764, 724,
691, 666 (Aromatic —CH opb.). MS: HRMS (ESI*), caled for
C4H,,0, [M + H]*: 211.075356; found, 211.074947. MW:
210.23 g/mol. mp 127 °C.

2-((Prop-2-yn-1-yloxy)methyl)-1H-phenalen-1-one 7
(PNP). PNCI (5 g 21.8 mmol), S mL (872 mmol) of
propargyl alcohol, 220 mL of CH,Cl,, 1.1 g (2.97 mmol) of
tetrabutylammonium iodide, and 220 mL of § M aq. NaOH
were vigorously stirred for 24 h at room temperature. After
completion of the reaction, 250 mL of CH,Cl, was added, and
the organic phase was washed with water and then with brine,
dried over MgSO,, and evaporated. The crude was purified by
column chromatography (eluent: CH,CL,) to yield 4.63 g
(18.6 mmol, 86%) of a bright yellow powder. 'H-NMR (500
MHz, CDCly): § (ppm) 8.65 (dd, ] = 1.0, 7.3 Hz, 1H), 8.21
(dd, J = 0.5, 7.9 Hz, 1H), 8.01 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.86 (s,
1H), 7.79 (s, 1H), 7.78 (t, ] = 7.5 Hz, 1H), 7.60 (dd, J = 7.2,
8.1 Hz, 1H), 470 (d, ] = 1.3 Hz, 2H), 4.36 (d, ] = 2.4 Hz, 2H),
2.50 (t, J = 2.3 Hz, 1H). “C-NMR (125 MHz, CDCL,): §
(ppm) 184.3, 137.83, 136.14, 134.96, 132.04, 131.53, 131.49,
130.46, 129.18, 127.62, 127.11, 127.07, 126.80, 79.62, 74.82,
66.79, 58.42. FT-IR: v (cm™): 3261 (CH acetylenic st.), 2921,
2880, 2858 (Aromatic CH st.), 2111 (CC acetylenic st.), 1638,
1616, 1599, 1580, 1568 (C=0 st., C=C st., CCC b.), 1459,
1412, 1395, 1366, 1347, 1263, 1241, 1183, 1158, 1125, 1100,
1020 (C=C st.,, CH b., CCC b.), 924, 916, 843, 775, 762, 704,
651 (Aromatic —CH opb.). MS: HRMS (ESI*), caled for
C;H;;0, [M + HJ*: 249.091006; found, 249.091015. MW:
248.28 g/mol. mp 130 °C.

Sodium (1-oxo-1H-Phenalen-2-yl)methanesulfonate 8
(PNS). PNBr (273 mg, 1 mmol), 504 mg (4 mmol) of sodium
sulfite, and 369 mg (1 mmol) of tetrabutylammonium iodide
were dissolved in a CHCl;/MeOH/H,O (8:1:1) mixture and
vigorously stirred at room temperature for 6 h. The solvents
were then evaporated, and the crude was adsorbed onto
Florisil and purified by column chromatography (eluent:
CHCI;/MeOH 7:3 to CHCl;/MeOH/H,0 6:4:1) to yield
295 mg (0.99 mmol, 99%) of a matt yellow powder. 'H-NMR
(500 MHz, CD;0D): & (ppm) 8.64 (dd, J = 0.9, 7.3 Hz, 1H),

8.36 (d, ] = 7.6 Hz, 1H), 8.16 (d, ] = 8.0 Hz, 1H), 8.15 (s,
1H), 7.94 (d, ] = 7.0 Hz, 1H), 7.85 (t, ] = 7.7 Hz, 1H), 7.69
(dd, J = 7.2, 8.1 Hz, 1H), 4.22 (s, 2H). *C-NMR (125 MHz,
CD,0D): & (ppm) 185.92, 144.27, 136.81, 133.71, 133.67,
133.47, 132.89, 132.14, 130.38, 129.00, 128.43, 128.38 (2C),
S1.10. FT-IR: v (cm™'): 3054, 3041 (Aromatic CH st.), 1636,
1618, 1595, 1569, 1508 (C=O0 st., C=C st,, CCC b.), 1407,
1387, 1359, 1281, 1256, 1206, 1171, 114S, 1120, 1058, 1041,
1024 (C=C st,, SO st, CH b., CCC b.), 925, 891, 844, 800,
771, 743, 633, 610 (Aromatic —CH opb.). MS: HRMS (ESI"),
caled for C1,Ho0,S [M]™: 273.022703; found, 273.022380.
MW: 296.27 g/mol. mp >260 °C.

2-(Thiocyanatomethyl)-1H-phenalen-1-one 9 (PNSCN).
PNCI (228 mg, 1 mmol) and 485 mg (S mmol) of potassium
thiocyanate were dissolved in 62 mL of MeOH and stirred 48
h at room temperature. The solvent was evaporated, and the
crude was purified by column chromatography (eluent:
CH,Cl,/petroleum ether 55:45) to yield 117 mg (0.47
mmol, 47%) of a bright yellow powder. 'H-NMR (500
MHz, CDCL,): 5 (ppm) 8.57 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 8.50 (d, J =
8.0 Hz, 1H), 830 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.20 (s, 1H), 8.12 (d, ]
=7.0 Hz, 1H), 7.94 (t, ] = 7.7 Hz, 1H), 7.78 (dd, J = 7.4, 8 Hz,
1H), 4.29 (s, 2H). *C-NMR (125 MHz, CDCl,): § (ppm)
182.24, 141.49, 135.89, 133.29, 133.17, 132.81, 131.72, 130.48,
127.99, 127.56, 127.35, 126.42, 126.19, 113.12, 32.62. FT-1R:
v (cm™): 3000 (Aromatic CH st.), 2150 (CN st.), 1638, 1622,
1594, 1568, 1507 (C=0 st., C=C st,, CCC b.), 1404, 1389,
1358, 1268, 1257, 1243, 1227, 1188, 1177, 1121 (C=C st
CH b, CCC b.), 926, 890, 847, 785, 775, 745, 650 (Aromatic
—CH opb.). MS: HRMS (ESI"), calcd for C;sH;(NOS [M +
HJ*: 252.047761; found, 252.047774. MW: 251.3 g/mol. mp
135—140 °C.

S-((1-oxo-1H-Phenalen-2-yl)methyl) Ethanethioate 10
(PNSAc). PNCI (1.03 g 4.5 mmol) and 771 mg (6.75
mmol) of potassium thioacetate were dissolved in 112 mL of
MeOH and stirred for 4 h at room temperature under an inert
atmosphere. Then, the precipitate was filtered off, and the
filtrate was evaporated. The crude was purified by column
chromatography (eluent: CH,Cl,) to yield 927 mg (3.46
mmol, 77%) of a bright yellow powder. 'H-NMR (500 MHz,
CDCL): & (ppm) 8.65 (dd, J = 0.9, 7.3 Hz, 1H), 820 (d, ] =
7.7 Hz, 1H), 8.00 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.91 (s, 1H), 7.79 (d, ]
=7.5 Hz, 1H), 7.78 (d, 7.3 Hz, 1H), 7.58 (dd, ] = 7.4, 8.1 Hz,
1H), 4.10 (s, 2H), 2.33 (s,3H). *C-NMR (125 MHz, CDCl,):
5 (ppm) 19599, 18425, 139.99, 136.10, 135.03, 132.02,
131.72, 131.70, 130.83, 129.07, 127.57, 127.20, 127.16, 126.78,
30.46, 28.46. FT-IR: v (cm™): 3049, 2981 (Aromatic CH st.),
1675 (CO thioester st.), 1640, 1623, 1597, 1570, 1507 (C=0
st, C=C st, CCC b.), 1401, 1388, 1351, 1246, 1253, 1185,
1134, 1102, 1037, 1022, 1003 (C=C st., CHb., CCC b.), 957,
943, 872, 846, 795, 781, 708, 687, 626 (Aromatic —CH opb.,
CS st.). MS: HRMS (ESI"), caled for C,H,;0,S [M + H]":
269.063077; found, 269.063190. MW: 268.33 g/mol. mp 105
°G;

2-(Mercaptomethyl)-1H-phenalen-1-one 11 (PNSH). In
100 mL of argon-purged methanol containing 532 mg (2
mmol) of PNSAc was added 1.1 g (8 mmol) of K,CO;, and
the reaction was kept for 3 h under stirring at room
temperature. The solution slowly turned orange. After
completion of the reaction, a solution of argon-purged HCI/
methanol was added until the solution turned back to yellow.
The solvent was evaporated, and the crude was purified by
column chromatography to yield 347 mg (1.53 mmol, 77%) of
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a yellow powder. The compound was stored under argon at
—22 °C to prevent thiol oxidation. 'H-NMR (500 MHg,
CDCl,): 8.67 (d, ] = 7.4 Hz, 1H), 821 (d, ] = 8.1, 1H), 8.01
(d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.78 (m, 3H), 7.60 (dd, ] = 7.3, 8.0 Hz,
1H), 3.75 (d, ] = 8.3 Hz, 2H), 2.12 (t, ] = 8.3 Hz, 1H). 13C-
NMR (125 MHz, CDCL,): 184.11, 139.37, 138.47, 134.99,
132.03, 131.58, 131.29, 130.80, 129.20, 127.65, 127.20, 127.13,
126.77, 24.00. FT-IR: v (cm™): 3047, 2931, 2856 (Aromatic
CH st.), 2581 (SH st.), 1634, 1619, 1594, 1579, 1567, 1506
(C=0 st, C=C st, CCC b.), 1403, 1391, 1358, 1249, 1191,
1125, 1039, 1026 (C=C st, CH b, CCC b.), 973, 943, 846,
788, 767, 696, 681 (Aromatic —CH opb., CS st.). MS: HRMS
(ESI'), caled for C4H,,0S [M + H]": 227.052512; found,
227.052037. MW: 226.29 g/mol. mp 95 °C.

Methyl 1-((1-oxo-1H-Phenalen-2-yl)methyl)-1H-1,2,3-tria-
zole-4-carboxylate 12 (PNCOOMe). PNN; (299 mg, 1.27
mmol), 115 uL (1.28 mmol) of methyl propiolate, 7.6 mg (40
pumol) of copper(l) iodide, 14 uL (80 umol) of diisopropy-
lethylamine, and 4.6 uL (80 umol) of glacial acetic acid were
dissolved in 4 mL of CH,Cl, and stirred 90 min at room
temperature. The translucent solution turned bright yellow.
The formed precipitate was dissolved and purified on a short
column to yield 401 mg (1.26 mmol, 99%) of a bright yellow
powder. "H-NMR (500 MHz, CDCL,): & (ppm) 8.68 (dd, ] =
0.9, 7.4 Hz, 1H), 8.41 (s, 1H), 8.25 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 8.09
(d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.63 (m, 3H), 7.63 (dd, ] = 7.3, 8.1 Hz,
1H), 562 (s, 2H), 3.93 (s, 3H). BC-NMR (125 MHz,
CDCLy): & (ppm) 183.87, 161.22, 142.02, 140.10, 135.79,
133.08, 133.03, 132.76, 132.14, 131.29, 128.91, 128.83, 127.52,
127.47, 127.03, 126.69, 52.18, 49.52. FT-IR: v (cmfl): 3128
(CH; st.), 3053, 2953 (Aromatic CH st.), 1737 (C=0 ester
st.), 1640, 1618, 1601, 1568, 1534 (C=0 st, C=C st.,, CCC
b.), 1439, 1405, 1395, 1363, 1268, 1248, 1204, 1149, 1126,
1114, 1051, 1016 (C=C st,, CO st, CH b., CCC b.), 946,
918, 887, 845, 780, 696, 653 (Aromatic —CH opb.). MS:
HRMS (ESI), caled for C,gH, ;N304 [M + H]": 320.102968;
found; 320.103102. MW: 319.32 g/mol. mp 207 °C.

4-Carboxy-1-((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methyl)-1H-1,2,3-
triazol-1-ium chloride 13 (PNCOOH-A). PNCOOMe (700
mg, 2.19 mmol) was dissolved in 40 mL of 37% HCI in
dioxane (1:1 v/v) and stirred 4 h at 70 °C. Then, the solution
was poured into 500 mL of cold water, and the yellow
precipitate was filtered. The solid was dissolved in CHCl;/
MeOH 90:10 and dried over MgSO,, and the solvent was
evaporated to yield 677 mg (1.98 mmol, 90%) of a bright
yellow powder. 'H.NMR (500 MHz, DMSO-d,): & (ppm)
8.75 (s, 1H), 8.51 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 8.47 (d, ] = 8.0 Hz,
1H), 827 (d, ] = 8.2 Hz, 1H), 8.07 (d, ] = 7.0 Hz, 1H), 7.93
(s, 1H), 7.91 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.74 (t, ] = 7.6 Hz, 1H), 5.61
(s, 2H). “C-NMR (125 MHz, DMSO-d;): & (ppm) 182.78,
161.65, 141.11, 139.59, 135.83, 133.18, 132.88, 132.71, 131.67,
130.30, 129.65, 128.11, 127.51, 127.30, 126.39, 126.29, 48.81.
FT-IR: v (cm™): 3357 (OH st.), 2605, 2522 (Aromatic CH
st.), 1701 (C=0 acid st.), 1639, 1619, 1597, 1568, 1549, 1510
(C=0 st., C=C st., CCC b.), 1426, 1403, 1364, 1338, 1268,
1253, 1225, 1188, 1147, 1125, 1098, 1055, 1016 (C=C st,
CO st, CH b, CCC b.), 937, 849, 804, 795, 782, 771, 753,
717, 700 (Aromatic —CH opb.). MS: HRMS (ESI*), caled for
C 7 H,N;0; [M + H]': 306.087318; found, 306.087284. MW:
341.75 g/mol. mp 140 °C (degradation).

9-(1-((1-oxo-1H-Phenalen-2-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)nonanoic acid 14 (PNCOOH-B). PNN; (118 mg, 0.5
mmol), 91 mg (0.5 mmol) of 10-undecynoic acid, 19.6 mg of

sodium ascorbate, and 2.5 mg of copper(II) sulfate
pentahydrate were dissolved in 100 mL of a MeOH/H,0
(4:1) mixture and stirred 48 h at room temperature. The
solvents were then evaporated, and the crude was purified by
column chromatography (eluent: CH,CL,/EP 1:1) to yield 121
mg (0.29 mmol, 58%) of a poorly soluble yellow powder. 'H-
NMR (500 MHz, DMSO-d): & (ppm) 8.53 (dd, J = 0.8, 7.5
Hz, 1H), 847 (d, ] = 7.8 Hz, 1H), 826 (d, ] = 8.2 Hz, 1H),
8.03 (d, ] = 6.9 Hz, 1H), 7.92 (d, ] = 8.0 Hz, 1H), 7.90 (d, ] =
7.4 Hz, 1H), 7.82 (s, 1H), 7.73 (dd, ] = 7.4, 8.0 Hz, 1H), 5.49
(s, 2H), 2.60 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.09 (m, 2H), 1.56 (q,] = 7.5
Hz, 2H), 1.44 (t, ] = 6.5 Hz, 2H), 1.23 (m, 8H). *C-NMR
(125 MHz, DMSO-dg): 5 (ppm) 18272, 175.14, 146.88,
140.50, 135.68, 133.60, 132.85, 132.48, 131.61, 130.19, 128.09,
127.44, 127.22, 126.28, 122.32, 48.02, 34.64, 28.83, 28.67,
28.63, 28.58, 2848, 24.93, 24.85. FT-IR: v (em™): 2929,
2912, 2849 (Aromatic CH st.), 1695 (C=O0 acid st.), 1642,
1631, 1602, 1574, 1549 (C=0 st,, C=C st,, CCC b.), 1469,
1431 (1,2,3 triazole ring st.), 1395, 1362, 1327, 1266, 1251,
1209, 1191, 1056, 1014 (C=C st,, CH b,, CCC b.), 919, 891,
844, 780, 770, 724, 680, 650 (Aromatic —CH opb.). MS:
HRMS (ESI), caled for C,sHpN3O5 [M + H]': 418.212518;
found, 418.212673. MW: 417.21 g/mol. mp 145 °C.
tert-Butyl ((1-((1-oxo-1H-Phenalen-2-yl)methyl)-1H-1,2,3-
triazol-4-yl)methyl)carbamate 15 (PNBOC). PNN, (145 g,
6.16 mmol), 1.25 g (6.47 mmol) of N-BOC-propargylamine,
38 mg (0.123 mmol) of Cul, 70 4L (0.123 mmol) of DIPEA,
and 22.8 uL (0.246 mmol) of acetic acid were placed in an
erlenmeyer with the minimum volume of CH,Cl, (~20 mL).
The reaction was left for 20 min at room temperature under
stirring until a deep yellow solid appeared. The crude was
evaporated and purified by column chromatography (CHCI,/
MeOH 9:1) to yield 2.40 g (6.15 mmol, 99%) of a yellow
powder. "H-NMR (500 MHz, CDCl,): 8.67 (dd, J = 0.8, 7.4
Hz, 1H), 824 (d, ] = 8.0 Hz, 1H), 8.06 (d, ] = 8.3 Hz, 1H),
7.82 (t, ] = 7.7 Hz, 1H), 7.77 (m, 2H), 7.70 (s, 1H), 7.62 (dd,
J=7.3,80 Hz, 1H), 5.55 (s, 2H), 5.08 (s, 1H), 441 (d, ] = 5.4
Hz, 2H), 1.42 (s, 9H). *C-NMR (125 MHz, CDCl,): 183.83,
155.77, 145.55, 141.10, 135.55, 133.52, 132.68, 132.65, 132.05,
131.08, 128.84, 127.37, 127.34, 126.90, 126.82, 122.96, 79.65,
4891, 3629, 28.38 (3C). -FT-IR: v (cm™): 3350 (NH st.),
3141, 2972 (Aromatic CH st.), 1687 (CO amide st.), 1641,
1622, 1600, 1570 (C=0 st, C=C st, CCC b.), 1529 (CN
st, NH b.), 1404 (1,2,3-triazole ring st.), 1395, 1359, 1320,
1265, 1249, 1168, 1127, 1054, 1026, 1013 (C=C st, CH b.,
CCC b.), 963, 930, 918, 881, 864, 844, 802, 779, 769, 653
(Aromatic —CH opb.). MS: HRMS (ESI*), caled for
C,Hy;N,0; [M + H]*: 391.176467; found, 391.176309.
MW: 390.44 g/mol. mp 174 °C.
4-(Ammoniomethyl)-1-((1-oxo-1H-Phenalen-2-yl)-
methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-ium chloride 16 (PNNH2-A).
PNBOC (462 mg, 1.18 mmol) was dissolved in 20 mL of
37% HCl/dioxane (3:1) and left under stirring at room
temperature for 2 h. Solvent and acid were then evaporated,
and the crude was solubilized in a minimum of methanol. A
large volume of diethyl ether was added, causing the formation
of a yellow precipitate. The solid was filtered and dried under
vacuum to obtain a yellow powder with a quantitative yield
(428 mg, 1.18 mmol). '"H-NMR (500 MHz, D,0): 8.26 (s,
1H), 7.75 (dd, ] = 1.0, 7.5 Hz, 1H), 7.74 (d, ] = 8.0 Hz, 1H),
7.63 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7,38 (s, 1H), 7.34 (d, ] = 7.4 Hz,
1H), 7.28 (t, ] = 7.6 Hz, 1H), 7.25 (dd, ] = 7.2, 0.8 Hz, 1H),
5.30 (s, 2H), 444 (s, 2H). *C-NMR (125 MHz, D,0):
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184.39, 143.26, 139.65, 136.48, 134.14, 133.62, 130.82, 130.70,
130.67, 126.87, 126.78, 126.60, 126.18, 125.07, 125.00, 49.48,
34.04. FT-IR: v (cm™): 3410 (NH st.), 2923 (Aromatic CH
St.), 1637, 1618, 1596, 1567, 1508 (C=O st.,, C=C st., CCC
b.), 1404 (1,2,3 triazole ring st.), 1361, 1253, 1226, 1125, 1053
971 (C=C st, CH b., CCC b.), 885, 806, 774 (Aromatic
—CH opb.). MS: HRMS (ESI*), calcd for C,,H,N,O [M —
H]": 291.123866; found, 291.124038. MW: 363.24 g/mol. mp
151 °C (degradation).
(1-ox0-1H-Phenalen-2-yl)methanaminium chloride 17
(PNNH2-B). PNN; (1.0S g 4.45 mmol) and 1.34 g (5.12
mmol) of triphenylphosphine were dissolved in 215 mL of
THE, and 256 uL of water was added. The solution was stirred
for 12 h at 70 °C. The solvent was evaporated, and the crude
was purified by column chromatography. The viscous oil
obtained was protonated with 3 mL of 37% HCI, evaporated,
and crystallized in petroleum ether to yield 1.02 g (4.15 mmol,
93%) of a matt yellow powder (litt: 46%'"). 'H-NMR (500
MHz, CD,OD): & (ppm) 8.66 (dd, ] = 1.1, 7.4 Hz, 1H), 8.41
(dd, J = 0.8, 8.1 Hz, 1H), 8.24 (d, ] = 8.3 Hz, 1H), 8.13 (s,
1H), 8.03 (d, ] = 6.7 Hz, 1H), 7.90 (t, ] = 7.7 Hz, 1H), 7.74
(dd, J = 7.1, 8.2 Hz, 1H), 4.14 (s, 2H). *C-NMR (125 MHz,
CD,0D): & (ppm) 18591, 144.40, 137.54, 134.90, 134.71,
133.79, 132.43, 132.19, 129.89, 128.77, 128.60, 128.54, 127.98,
40.77. FT-IR: v (cm™'): 3374 (NH st.), 2812 (Aromatic CH
st.), 1636, 1561, 1508 (C=O0 st, C=C st, CCC b.), 1472,
1439, 1400, 1376, 1257, 1228, 1121, 1022, 962 (C=C st,, CH
b, CCC b.), 911, 845, 784, 765, 724, 694 (Aromatic —CH
opb.). MS: HRMS (ESI+), caled for C,H;,NO [M + H]":
210.091340; found, 210.091153. MW: 245.5 g/mol. mp 210
°C (degradation).
(3r,5r,7r)-N-((1-((1-oxo-1H-Phenalen-2-yl)methyl)-1H-
1,2,3-triazol-4-yl)methyl)Jadamantane-1-carboxamide 18
(PNAda). PNNH2-B (121 mg, 0.33 mmol) was dissolved in
a CH,Cl,/DIPEA (2:1) mixture under an inert atmosphere,
and 67 mg (0.33 mmol) of 1-adamantanecarbonyl chloride was
slowly added. The reaction was left for 5 min at room
temperature, and the solvents were distilled under reduced
pressure. The crude was purified by column chromatography
(CHCI;/MeOH 99:1) to yield 87 mg (0.19 mmol, 58%) of a
yellow powder. 'H-NMR (500 MHz, CDCl;): 6 (ppm) 8.67
(dd, J = 1.0, 7.4 Hz, 1H), 8.24 (d, ] = 8.1 Hz, 1H), 8.07 (d, ] =
8.3 Hz, 1H), 7.82 (t, ] = 7.7 Hz, 1H), 7.77 (d, ] = 7.6 Hz, 1H),
7.76 (s, 1H), 7.68 (s, 1H), 7.62 (dd, ] = 7.2, 8.1 Hz, 1H), 6.28
(t, ] = 4.8 Hz, 1H), 5.55 (s, 2H), 4.5 (d, ] = 5.4 Hz, 2H), 2.01
(m, 3H), 1.84 (m, 6H), 1.70 (m, 6H). 3*C-NMR (125 MHz,
CDCly): & (ppm) 183.79, 177.98, 144.99, 141.08, 135.55,
133.47, 132.70, 132.63, 132.05, 131.10, 128.83, 127.40, 127.34,
126.89, 126.82, 123.19, 48.96, 40.60, 39.15 (3C), 36.50 (3C),
34.99, 28.10 (3C). FT-IR: v (cm™"): 2903, 2849 (Aromatic
CH st.), 1640, 1598, 1572, 1510 (C=O0 st, C=C st,, CCC
b.), 1452, 1405 (1,2,3-triazole ring st.), 1362, 1254, 1183,
1104, 1049 (C=C st, CH b, CCC b.), 812, 778, 662
(Aromatic —CH opb.). MS: HRMS (ESI*), caled for
CogHoN,O, [M + HJ*: 453.228503; found, 453.228830.
MW: 452.56 g/mol. mp 51 °C (degradation).
6-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)-N-((1-oxo-1H-
phenalen-2-yl)methyl)hexanamide 19 (PNMal). 6-Maleimi-
dohexanoic acid (682 mg, 3.23 mmol), 555 mg (4.84 mmol) of
N-hydroxysuccinimide, and 799 mg (3.88 mmol) of
dicyclohexylcarbodiimide were dissolved in 20 mL of
anhydrous DMF under an inert atmosphere and left to react
overnight. The dicyclohexylurea crystals were then discarded,

and 660 mg (2.65 mmol) of PNNH2-B and 738 uL (5.3
mmol) of triethylamine were dissolved in 20 mL of anhydrous
DMEF, and the mixture was added slowly to the reaction. The
whole was left for 18 h under an inert atmosphere at room
temperature. The solvents were evaporated, the crude was
dissolved in CH,Cl,, and the solid was filtered off. The filtrate
was evaporated and purified by column chromatography
(eluent: CHCl;/MeOH 98:2) to yield 970 mg (2.41 mmol,
91%) of a yellow powder. "H-NMR (500 MHz, CDCly): &
(ppm) 8.65 (dd, J = 1.0, 7.4 Hz, 1H), 823 (dd, ] = 0.8, 8.0 Hz,
1H), 8.03 (d, ] = 8.2 Hz, 1H), 7.82 (s, 1H), 7.81 (t, ] = 7.7 Hz,
1H), 7.80 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 7.62 (dd, ] = 7.3, 82 Hz, 1H),
6.63 (s, 2H), 643 (t, ] = 5.6 H, 1H), 4.41 (d, ] = 6.2 Hz, 2H),
347 (t, ] = 7.3 Hz, 2H), 2.18 (t, ] = 7.6 Hz, 2H), 1.6 (', ] =
7.6 Hz, 2H), 1.60 (g5, J = 7.5 Hz, 2H), 1.30 (m, 2H). "*C-
NMR (12§ MHz, CDCl,): 6 (ppm) 185.71, 172.67, 170.79
(2C), 140.10, 135.96, 135.27, 134.01 (2C), 132.10, 132.05,
131.87, 130.62, 129.19, 127.48, 127.23, 127.14, 126.90, 49.19,
37.63, 36.52, 28.26, 26.36, 25.04. FT-IR: v (cm™"): 3276 (NH
st.), 2936 (Aromatic CH st.), 1697 (C=O maleimide st.),
1630 1568 (C=O0 st, C=C st, CCC b.), 1405 (C,C > N
symmetric st.), 1362, 1248, 1225, 1131, 1047, (C=C st, CH
b, CCC b.), 827, 810, 778 (Aromatic —CH opb.), 695 (ring
bending maleimide). MS: HRMS (ESI*), caled for
C,HyN,0, [M + HJ*: 403.165234; found, 403.165045.
MW: 402.45 g/mol. mp 148 °C.
(2R,3R,4S,5R,6R)-2-(Acetoxymethyl)-6-((1-((1-oxo-1H-phe-
nalen-2-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)-
tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triyl Triacetate 20 (PNGIc-A).
PNN; (235 mg 1 mmol), 380 mg (0.99 mmol) of 2-
propynyl-tetra-O-acetyl-f-p-glucopyranoside, 3.8 mg (0.02
mmol) of copper(I) iodide, 7 xL (0.04 mmol) of
diisopropylethylamine, and 2.4 uL (0.04 mmol) of glacial
acetic acid were dissolved in 10 mL of CH,Cl, and stirred 72 h
at room temperature. The solvent was evaporated, and the
crude was purified by column chromatography (eluent:
CHCl;/MeOH 99:1) to yield 444 mg (0.71 mmol, 72%) of
a bright yellow powder. '"H-NMR (500 MHz, acetone-dg): &
(ppm) 8.60 (dd, J = 1.0, 7.4 Hz, 1H), 8.43 (d, ] = 8.1 Hz, 1H),
8.24 (d, ] = 8.3 Hz, 1H), 8.09 (s, 1H), 8.01 (d, J = 7.3 Hz,
1H), 7.91 (t,] = 7.6 Hz, 1H), 7.81 (s, 1H), 7.73 (dd, J = 7.3 et
8.2 Hz, 1H), 5.60 (s, 2H), 5.26 (t, ] = 9.9 Hz, 1H), 5.05 (dd, J
=9.4,9.9 Hz, 1H), 492 (dd, ] = 8.1, 9.4 Hz, 1H), 490 (d, J =
12.6 Hz, 1H), 4.86 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 4.81 (d, J = 12.6 Hz,
1H), 428 (dd, J = 5.0, 12.4 Hz, 1H), 4.15 (dd, ] = 2.4, 12.3
Hz, 1H), 3.97 (ddd, ] = 2.5, 5.0, 10.0 Hz, 1H), 2.02 (s, 3H),
1.98 (s, 3H), 1.92 (s, 3H), 1.84 (s, 3H). *C-NMR (125 MHz,
acetone-dg): 184.10, 170.81, 170.36, 170.08, 169.72, 144.68,
141.50, 136.50, 135.12, 133.75, 133.45, 133.27, 131.25, 129.80,
128.40, 12822, 128.06, 127.95, 125.52, 100.14, 73.61, 72.57,
72.18, 69.54, 63.17, 62.83, 49.63, 20.72, 20.68, 20.62, 20.62.
FT-IR: v (cm™): 2954 (Aromatic CH st.), 1751 (C=0 acetyl
st.), 1641, 1626, 1599, 1573 (C=0 st, C=C st,, CCC b.),
1365 (CH acetyl b.), 1218 (CO acetyl st.), 1037 (COC
pyranose ring skeletal vibration) 906, 813, 781, 695 (Aromatic
—CH opb.). MS: HRMS (ESI*), caled for C3,H;,N;0;, [M +
HJ*: 622.203135; found, 622.203997. MW: 621.6 g/mol. mp
~90 °C (degradation).
2-((4-((((2R,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)methyl)-1H-
1,2,3-triazol-1-yl)methyl)-1H-phenalen-1-one 21 (PNGIc-B).
PNGlIc-A (300 mg, 0.48 mmol) was dissolved in a mixture of
THF/MeOH (1:1) with 1 mL of triethylamine and a drop of
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water, and the reaction was left for 12 h under stirring at room
temperature. The solvents were evaporated, and the crude was
purified by column chromatography (CHCl;/MeOH 8:2) and
then lyophilized to yield 201 mg (0.44 mmol, 92%) of a bright
yellow powder. "H-NMR (500 MHz, CD,0D): § (ppm) 8.57
(dd, J = 1.1, 7.4 Hz, 1H), 8.33 (dd, ] = 0.7, 8.1 Hz, 1H), 8.16
(s, 1H), 8.14 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.91 (d, ] = 6.8 Hz, 1H),
7.83 (s, 1H), 7.81 (t, ] = 7.7 Hz, 1H), 7.66 (dd, J = 7.2, 82 Hz,
1H), 5.58 (s, 2H), 499 (d, J = 12.5 Hz, 1H), 4.81 (d, ] = 12.5
Hz, 1H), 4.39 (d, ] = 7.8 Hz, 1H), 3.88 (m, 1H), 3.67 (dd, ] =
$4, 11.9 Hz, 1H), 3.36 (m, 1H), 3.29 (m, 2H), 321 (dd, ] =
7.8, 9 Hz, 1H). *C-NMR (125 MHz, CD;0D): & (ppm)
185.33, 145.94, 143.06, 137.24, 134.75, 134.53, 134.25, 133.69,
131.98, 130.01, 128.63, 128.43 (2C), 128.18, 126.48, 103.79,
78.19, 78.13, 75.17, 71.77, 63.19, 62.94, 50.42. FT-IR: v
(em™): 3359 (OH st.), 2875 (Aromatic CH st.), 1637, 1620,
1596, 1567 (C=0 st.,, C=C st.,, CCC b.), 1404 (1,2,3-triazole
ring st.), 1361, 1255 (C=C st,, CH b,, CCC b.), 1035 (COC
pyranose ring skeletal vibration), 812, 779 (Aromatic —CH
opb.). MS: HRMS (ESI*), caled for Cp3H, N3O, [M + H]*:
454.160877; found, 454. 160507. MW: 453.45 g/mol. mp 132
°C.
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‘The aim of this work is to evaluate the use of phenalenone (PN) grafted to sand in the photodegradation of
tebuconazole (TEB). PN was covalently attached to sand via click reactions between functionalized sand and PN
derivatives. The photodegradation study was conducted in an annular reactor equipped with immersed UV and
visible lamps. In the first step the photodegradation of TEB was studied in presence of free PN. The influence of
the molar ratio = PN/TEB was investigated; a maximal effect was observed with R close to 769; beyond this value

a shielding effect appeared. The use and the lifetime of the sand-bound PN were studied and the photo-
degradation mechanism was investigated. Covalent binding of photosensitizer to sand resulted in a 80 nm red

shift of the PN absorption band in the visible region along with an important increase in degradative efficiency.
PN-Sand was more stable under visible irradiation. The main mechanism was the type II with some contribution

of type L.

1. Introduction

Environmental persistence of pesticides presents an increasing
concern for several ecosystems as well as for human health. Leaching of
agrochemicals to ground water ultimately contaminates many biotopes
and drinking water supplies. Tebuconazole (TEB) is a widely used tri-
azole fungicide. Triazoles have been found in several natural water re-
sources at concentrations up to 18 pg L'l, and TEB concentration in
effluents has been recorded up to 0.69 pg L' [11, while the European
Council Directive 98/83/EC on the quality of water intended for human
consumption gives a limit of 0.1 pg L ™! for one pesticide. TEB is char-
acterized by a long persistence in water and unaffected by conventional
wastewater treatments, its degradation by photocatalysis appears as a
promising recourse [2].

Photodegradation processes of water pollutants at industrial scale
are only illustrated by the use of ultraviolet light in homogeneous media
[3]. Many works concern chemicals in solution, e.g. the advanced
photolysis of isoxazole and isothiazolinones by hydrogen peroxide or
ozone under UV irradiation [4]. Even if they are scalable and easy to set
up, these methods in homogeneous media require a steady flow of
reactant, which can be hazardous to handle and costly in the long term.
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https://doi.org/10.1016/j.jphotochem.2020.113124

Heterogeneous photocatalytic oxidation processes have been developed
to recycle the substrate. For example, the widely used semiconductor
titanium oxide (TiOy) has successfully performed the photodegradation
of tebuconazole with homogeneous suspensions of TiO; particles, either
free [2] or bound to halloysite [5]. Also, the photosensitizer/oxidant
tandem zinc oxide/sodium persulfate (ZnO/Na;,S,0g) has been used for
the photodegradation of eight pesticides including tebuconazole in
leaching water under natural sunlight [6]. However, these methods are
not devoid of drawbacks; TiO» can only use UV wavelengths which
represent less than 5% of the sunlight spectrum [7], and ZnO requires a
continuous feeding of oxidant.

Organic photosensitizers appear to be good alternatives to semi-
conductors. Porphyrins, well-known photosensitizers, have been
frequently studied for the treatment of pollutants [8]. By comparison,
much less attention has focused on phenalenone, an aromatic ketone
whose high singlet oxygen quantum yield (¥, ~ 1), higher than almost
any organic compound and, notably, porphyrins [9], justifies its excel-
lent photoactivity either free or supported on halloysite against water
pollutants like phenol [10] or medicinal drugs like diclofenac [11].
Therefore, phenalenone is a good candidate for photocatalytic treatment
of polluted water, assuming that they are firmly bound to a solid
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substrate, in order to avoid drawbacks such as continuous feeding as
well as water pollution [8].

Multiple strategies have been developed to immobilize photosensi-
tizers on solid surfaces, like adsorption [10] or covalent bonding [8].
Among the methods used to covalently attach photosensitizers, click
chemistry reactions such as copper-catalyzed Huisgen 1,3-dipolar
cycloaddition, are very attractive. Conducted in mild conditions, these
reactions proceed in high yield, chemoselectivity and stereospecificity
[12].

The setting of a batch stirred photoreactor for heterogeneous pho-
todegradation demand that the substrate is dense enough to be easily
recoverable by settling. It also must be completely inert in water and
resistant to mechanical stirring. Sand is an abundant material that
totally fulfills these requirements. Covalent grafting of organic com-
pounds on sand has already been performed to supply antimicrobial
[13] or water deoiling media [14], but, to our knowledge, the literature
is void of any report on sand derivatization by covalent grafting of a
photosensitizer.

In this work, sand was functionalized with three different reactive
functions and phenalenone, used as a model photosensitizer, was
covalently grafted following different “click-chemistry™ protocols, with
the aim to develop a photodegradation process for triazole fungicides.
The best material was tested for photodegradation of tebuconazole
(TEB) as a triazole fungicide model. Photodegradation cycles were done
for the validation of the process, and the mechanism of TEB photo-
degradation was investigated.

2. Material and methods
2.1. Products

1H-Phenalen-1-one (PN, 97 % pure) and tebuconazole (TEB, 98 %
pure) were purchased from Sigma Aldrich and Dr. Ehrenstorfer
respectively.

2-(Azidomethyl)-1H-phenalen-1-one (PNN3), 2-((prop-2-yn-1-yloxy)
methyl)-1H-phenalen-1-one (PNP) and 6-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-1H-
pyrrol-1-yl)-N-((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methyl)hexanamide (PNMal)
were synthesized as previously described [15]. 3-(Azidopropyl)trime-
thoxysilane(N3sPTMS) and  prop-2-yn-1-yl(3-(triethoxysilyl)propyl)
carbamate (PPTES) were synthesized according to Ho et al. [16].
3-(Mercaptopropyl)trimethoxysilane (MPTMS) was purchased from Alfa
Aesar (Illkirch, France). All other reactants and solvents were purchased
from Alfa Aesar, TCI, Carlo Erba, Fisher Chemical, VWR or Sigma
Aldrich and were used without further purification.

2.2. Preparation of phenalenone-functionalized sand

2.2.1. Sand activation

Fontainebleau sand (particle size180—500 pm) was purchased from
VWR. The sand is treated according to the procedure described else-
where for glass surface derivatization [16,17]. Briefly, 300 g of sand is
slowly poured into 150 mL of freshly prepared piranha solution
(H2804/H20, 3:1) and left 5 h with occasional stirring. The sand is then
vacuum-filtered on a sintered glass funnel and washed with water until
neutral pH and washed once with ethanol to remove most the water
content. Activated sand is dried at 90 °C before storage in hermetic
bottles containing silica gel desiccant bags.

2.2.2. Silanization of activated sand

A solution of freshly prepared (N3PTMS, PPTES) or commercial
(MPTMS) alkoxysilane (1 % v/v in toluene) is added to the activated
sand until it is covered with 1 cm of liquid. This mixture is warmed 24 h
at reflux without stirring. The sand is filtered on a sintered glass funnel.
Interestingly, the filtrate can be reused to silanize a second sand batch.
The sand is washed with ethanol then with CH,Cl, and dried 24 h at 90
°C before storage in a hermetic bottle containing silica gel desiccant
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bags. The obtained sands are slightly (SH-Sand) to very hydrophobic and
hard to disperse in water (N3-Sand and alkyne-Sand).

2.2.3. Grafting of the PN derivatives

2.2.3.1. Synthesis of PN-Sand A. 340 mg (1.36 mmol) of PNP is dis-
solved in 100 mL of MeOH. In parallel, 380 mg (1.5 mmol) of
CuS04.5H50 and 1.36 g (6.84 mmol) of sodium ascorbate are dissolved
in 100 mL of water. Then, the two solutions are slowly mixed and, after 5
min, 300 g of N3-Sand are added under mechanical stirring. The sand
becomes quickly yellow (15 min), and the reaction is left 6 h. The sand is
thereafter filtered, washed with ethanol and then CH,Cl, and dried 6 h
at 90 °C.

2.2.3.2. Synthesis of PN-Sand B. 16 mg (68 pmol) of PNNjare dissolved
in 5 mL of MeOH. 19 mg (75 pmol) of CuSO4.5H,0 and 68 mg (342
pmol) of sodium ascorbate are dissolved in 5 mL of water. The two so-
lutions are slowly mixed and, after 5 min, 15 g of alkyne-Sand are added
under mechanical stirring. The sand becomes quickly yellow (15 min),
and the reaction is left 24 h. The sand is thereafter filtered, washed with
ethanol and then CH»Cl, and dried 6 h at 90 °C.

2.2.3.3. Synthesis of PN-Sand C. 40 mg (0.1 mmol) of PNMal and 15 mg
(0.09 mmol) of azobisisobutyronitrile (AIBN) are dissolved in 10 mL of
THF, then 20 g of sand are added under mechanical stirring and left 24 h
at 60 °C. SH-Sand is thereafter filtered, washed with ethanol and then
CHCl; and dried 6 h at 90 °C.

2.2.4. Material characterization

The quantification of the grafted PN on sand was done by the eval-
uation of the no grafted quantity of PN derivatives on the sand obtained
by UV analysis of the filtrate after an extensive washing.

UV-vis spectra of sands were recorded on a double beam spectro-
photometer (AnalytikaJena SPECORD 210), using 10 mm quartz cells
for the liquid analysis and an integrating sphere for Diffuse Reflectance
UV-vis (DRUV) in solid state.

2.3. Photodegradation experiments

2.3.1. Irradiation apparatus

Photodegradation studies were conducted in an annular reactor
equipped with immersed lamps emitting UV or visible light [10].

The central device consisted of a hollow cylinder harboring the lamp
(UV or visible lamp), surrounded by an envelop made of quartz (for the
UV lamp) or glass (for the visible lamp), allowing the circulation of
water in order to keep the reactor temperature at 20 + 1 °C. The reactor
contents (400 mL) were continuously stirred, and samples were taken
from the sampling outlet. A forced aeration was applied in order to keep
the contents saturated with air. Emission spectra of the UV and the
visible light lamps overlapped in order to cover the entire absorption
spectrum of PN (300-450 nm) [10]. The 8 W UV lamp spectrum
(300-400 nm) with an emission maximum at 360 nm corresponds to the
large absorbance of PN in the UV region, and the 8 W visible lamp
corresponds to absorbance of PN in the visible region (hyax =410 nm).
Photostability of TEB and PN were individually checked under UV and
visible irradiation at concentrations of 6.5 x 10™® M and 5 x 10 M,
respectively. Controls of TEB and PN stability in the dark were also
conducted with the latter concentrations (6.5 x 10 8Mand5 x 10 5M,
respectively). The irradiated solutions were prepared from stock solu-
tions of TEB (6.5 x 107 M) and PN (5.5 x 10™ M) to obtain the different
concentration ratios R (PN/TEB) = 8.5; 258; 769; 1625; 3846 in order to
study the effect of concentration loading. Experiments in heterogeneous
medium were conducted in the same conditions as for homogeneous
photodegradation. An amount of 4 g of the hybrid photosensitizer
PN-sand A containing 3.9 pmol/g of PN was added to 400 mL of TEB
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Fig. 1. Synthetic pathways of CuAAC and thiol-ene click reactions.

solution at 6.5 x 10~ ® M for a final ratio R (PN/TEB) = 600. In the same
conditions, experiment in the dark were done as well as a blank test with
raw sand.

The irradiated solutions were prepared in ultrapure water (UPW;
MilliQ, > 18.2 MQ) at pH 6.5. Lifetime of the grafted sensitizer lifetime
was evaluatedafter three successive cycles under UV and visible irradi-
ation in the same conditions as above after recovery of the PN-sand by
filtration.

Some experiments were conducted for the determination of the
photodegradation mechanism. In heterogeneous photooxidation, the
solutions were irradiated in the presence of: i) nitrogen ~for a residual
0, concentration <0.1 mg L ! [11]; ii) selective scavengers, propan-2-ol
(0.2 M) for the quenching of the hydroxyl radical ('OH), sodium azide
(0.2 M) for the quenching of singlet oxygen ('05), and p-benzoquinone
(0.1 M) for the quenching of the superoxide anion (O3-) [18].

2.3.2. Quantitative deter of organic compound

Tebuconazole (purity > 97 %) analysis was carried out with HPLC-
Qtof. Chromatographic separation was performed with an HPLC 1290
Infinity apparatus (Agilent Technologies, Les Ulis, France) equipped
with a Nucleoshell® RP18 plus column (50 mm length, 3 mm internal
diameter) (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) thermostated at 30 °C.
Detection was effected with a high resolution, accurate mass quadrupole
- time of flight mass spectrometer (Agilent 6540 Q-TOF) equipped with
an Agilent Jet Stream electrospray ionization source (ESI). A gradient
mobile phase of 20 min was used with ultra-pure water, methanol, and 5
mM ammonium formate and formic acid 0.1 %. The autosampler tem-
perature was maintained at 4 °C.

Phenalenone photostability was monitored at 365 nm with a Varian
Cary 50 UV/Vis spectrophotometer.
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Table 1
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Click reaction conditions (a) CuSO4.5H,0, sodium ascorbate, McOH:H,O 1:1, 24 h, r.t. (b) AIBN, THF, 24 h, 70 °C) and visual results of the reactions.

PN-sand A by CuAAC click *

PN-sand B by CuAAC click * PN-sand C by thiol-ene click ®

Trialkoxysilane grafted ontosand NPTMS
PN PNP
Sand before click

Sand after click

3.9 pmol

Quantity of PN per gram of sand

PPTES MPTMS
PNN3 PNMal

3.6 ol 0.4 ol

2.4. Data analysis

The residual percentage remaining in the solution of TEB after a
certain time of irradiation was calculated with Cy, initial concentration
of TEB and C, TEB concentration after irradiation. The data for TEB
photodegradation were adjusted to the first order kinetic equation:

dc
— =kt 1
5 [€V)
where k is the first order rate constant and t is the irradiation time

The experimental kinetic data obtained were fitted by a linear
regression of:

e
Ln— =kt 2
N 2)

3. Results and discussion
3.1. Preparation and characterization of sand-grafted phenalenone

Even if grafting on glass surfaces is well documented [19], only few
methods have been published that describe the covalent attachment of
organic compounds on sand, i.e. the condensation of silane or titanate.
Both have proved their efficiency, but the last one requires the use of
titanium salts that are unstable and expensive. On the other hand, silane
derivatives are easy to handle and abundant. For these reasons, and in
agreement with the literature about glass functionalization [16,20] the
reaction of a triethoxysilane derivative in toluene was chosen.

The importance of the activation of the solid phase surface is
described in the glass functionalization. The presence of silanol groups
on the glass surface is essential for the further triethoxysilane reaction.
Various methods of activation exist, based on actions of bases [21] or
acids [17,20]. Acidic activation with piranha solution, a mixture of
sulfuric acid and hydrogen peroxide, was chosen because of its high
oxidizing power, its low viscosity compared with that of pure H,SO4 and
its relative ease to handle compared to the hydrochloric acid-methanol
mixture [20].

Several “click” reactions have been tested to determine which one
allows to obtain the best yield of grafting (Fig. 1). The copper-catalyzed
azide-alkyne cycloaddition (CuAAC) click reactions is largely used for its
high efficiency and its stereoselectivity [22]. The thiol-ene click (also
referred as thiol-ene Michael addition) allows a reaction between a thiol
derivative and an alkene in presence of a base or a radical initiator [23].
The silane group being sensitive to basic media, the radical initiating
was chosen.

——N3-Sand —— Adsorbed PNP PN-Sand A ——PNin H20

09
08
07
06
Zos
04
03
02
01

325 375 425 475 525
Wavelength (nm)

Fig. 2. UV-vis spectra of Ny-sand, PNP adsorbed on sand, PN-Sand A and PN
in Hy0.

Thiol (MPTMS), azide (N3PTMS), and propargyl (PPTES) derivatives
of trialkoxysilane were grafted onto the sand, leading to sands that are
difficult to disperse in water. This apparent hydrophobicity is particu-
larly significant with N3PTMS and PPTES and is explained by the
shielding of the silanol moieties of the sand and the addition of hydro-
phobic alkyl chains and functions. The substituted PN were then sub-
jected to the corresponding click reactions, PNMalwith thiol-ene, PNP
and PNN3 with CuAAC during 24 h. After this time, the colors of the
derivatized sands were significantly different according to the type of
reaction (Table 1).

The yield of grafting was deduced by UV analysis of the filtrate of the
washing cycles after the reactions. Obviously, the CuUAAC reactions gave
better results than the thiol-ene click. Moreover, the thiol-ene click
needs heating of the reaction mixture which, in this case, limits the
scalability of the grafting. The low yield of this reaction could be
attributed to a lower yield of MPTMS functionalization, justified by the
lower hydrophobicity of the SH-sand.

The CuAAC reaction between PNP and N3-sandled to a slightly larger
amount of grafted phenalenone with 3.9 pmol of PN per gram of sand in
comparison with the coupling of PNNswith the alkyne-sand (3.6 pmol of
PN per gram sand). Moreover, there is an additional carbamate function
in the PPTES derivative, which could be a source of weakness of the
covalent bond between PN and the sand. For these two reasons, the
CuAAC reaction between PNP and N3-Sand was chosen for the rest of
this study, according to the following chemical scheme.

Reaction times were optimized as well as quantities of reactants.
With a 1 % v/v concentration of N3PTMSin toluene, we found that this
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Fig. 3. SEM images of PN-Sand x10 000, and EDX analysis of sand (A) and PN-sand (B).

solution could be used twice before an apparent decline in the PN
grafting yield on sand. The CuAACreaction was tested with times of
reaction between 1 h and 24 h, and the reaction seemed to be complete
after 6 h (no evolution in the consumption of PNP or in the color
change). Multiple successive washings of PN-sand A with polar or non-
polar solvents did not allow to detach the sand-bound PN. In contrast,
PNP physically adsorbed on N3-sand was totally flushed away after the
first washing.

In order to prove the presence of PN derivatives on the surface of
silica, PN-sand A and PNP adsorbed on sand (at the same theoretical
concentration of 3.9 pmol/g of PN) were also analyzed by DRUV spec-
troscopy and compared to the reference material free PN and N3-sand
(Fig. 2).

As expected, the DRUV spectrum obtained for the N3-sand did not
show any significant absorbance. On the other hand, the spectrum of PN-
sand displayed the characteristic bands of free PN in HyO. Moreover, we
observe a broadening of the spectra of PN-Sand A and absorbed PNP in
the 450 nm region. This result, already described in the literature,

confirms the presence of PN on the surface [24]. Spectra of free PN and
adsorbed PNP showed two characteristic bands at 361 nm and 385 nm.
In the case of PN-sand A, these two bands were red shifted by 7 nm,
which could be attributed to the covalent bonding of the PN.

More investigations were realized by DRX and FTIR analysis but no
significant changes were observed between raw sand and N-sand. Any
information on the structure of the material and on the integration of PN
within the material were obtained. Thus, we have chosen to do analysis
using a Scanning Electron Microscope (SEM) (Quanta FEG 450 FEI, EDS
SamX) with an integrated Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX)
system for the acquisition of elemental information and distribution
mapping images (Fig. 3). Results were introduced in the paper by the
Fig. 3. SEM analysis show a fine dark deposit corresponding to the
presence of the organic molecules of PN on the sand surface, which was
confirmed by EDX with a significant increase of the carbon signal with
the increase of C/Si K ratio.
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Fig. 4. Effect of the molar ratio R = PN/TEB on TEB photodegradation under
air saturation with UV (A) and visible (B) irradiation.

3.2. Effect of the PN/TEB molar ratio under homogeneous conditions

In a first step, PN stability was studied. UV-vis absorbance spectrum
of PN has been recorded during 480 min of irradiation (UV or visible).
The results reveal that PN is photostable in our conditions under both
UV and visible irradiations with non-significant drop in concentration.
Stability of TEB was also checked, with an irradiated solution of TEB at
6.5 x 10" M and the results reveal that TEB also is photostable.

In order to investigate the effect of PN initial concentration loading,
different ratios (R) of PN/TEB (mol/mol) were tested (Fig. 4) and the
results reveal an effect of PN concentration on the kinetics of TEB
degradation. When R > 769 the kinetic of TEB photodegradation is
limited.Further increases of R result in a drop in efficiency which can be
due to the shielding effect [25] of a high concentration of PN. The same
effect is observed with the deficit in PN when R < 769. R = 769 is the
best condition to observe the kinetic of TEB degradation. The same
mitigating effect has been obtained under visible irradiation.

Results confirm that PN is active under visible and UV irradiation.
For a PN/TEB ratio of 769, TEB degradation rate of 25 % under visible
irradiation and 50 % under UV irradiation have been observed within
480 min. A first order kinetic model describes TEB photodegradation
under UV and visible irradiation with kinetic constants of 1.2 x 10 %
min ! and 4 x 10 % min !, respectively.

3.3. Effect of PN grafting on sand

Using PN-Sand A reveals that there is an enhancement in the TEB
concentration removal compared with experiments with free PN. The
rate of abatement increased from 50 % in presence of free PN to 80 % in
presence of PN-Sand A under UV irradiation (Fig. 5A) and from 25 % to
68 % under visible light (Fig. 5B). Sorption onto raw sand (Fig. 5) is
limited but significant and confirms the low photodegradation of TEB by
free PN with visible irradiation. However, the kinetic of reaction in the
dark condition with PN-Sand A (PN-Sand sorption), show a strong and
fast decrease in TEB concentration at an extent similar to those observed
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Fig. 5. Time course of TEB photodegradation (initial concentration 6.5 x 10°®
M) under air saturation in presence of i) 5 x 10° M of PN (free PN) ii) an
equivalent of 3.9 x 10> M of PN-Sand A iii) 10 gL of raw sand (Sand
adsorption) under UV (A) or visible irradiation (B) and PN-Sand A in the dark
(PN-Sand A adsorption).

with photodegradation (especially under visible irradiation).So, the
decrease of concentration during the first phase cannot be attributed to a
photocatalytic reaction and a number of previous studies suggest that
the photodegradation of a pollutant is preceded by its sorption onto the
solid phase [26-28].

So, the sorption phenomenon is very important but its contribution
to photodegradation not easily understood. The representation of the
degradation kinetics with sand-grafted PN (with UV or visible irradia-
tion) by a first order model shows a no-linear description during a first
phase (Fig. 7). The rapid kinetics in the first 100 min of irradiation can
be explained by the envisaged sorption mechanism on the solid phase
[26]. Therefore, the heterogeneous kinetic constant for the remaining

Time (min)
0 100 200 300 400 500 600

® Visible AUV

y=-0.0012x - 0.6572
R> = 0.9669

Ln (C/CO)

-14

16 y=-0.0023x-0.669
R2=0.9526

-18

Fig. 6. First order plot of 6.5 x 10~ M TEB photodegradation in presence of
3.9 x 10°° M of PN-Sand A under air saturation with UV and visible irradiation.
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Fig. 7. Removal curve of 6.5 x 10* M of TEB in presence of 3.9 x 10 M of PN
supported (PN-Sand A) under air saturation with UV (A) and visible irradia-
tion (B).

Table 2

Photodegradation kinetic constant of 6.5 x 10~® M TEB in presence of 3.9 x 10°
M of grafted PN (PN-Sand A) under air saturation and estimation of total sorp-
tion rate within 3 cycles under UV and visible irradiation.

Experiment k (min~'.10%) Sorption (%)
Cycle 1 23=02 19
uv Cycle 2 1.2 = 0.07 40
Cycle 3 1.7 = 0.01 45
Cycle 1 1.2+ 01 48
Visible Cycle 2 1.8=0.2 16
Cycle 3 19+03 52

experiments was calculated on the linear part to only take into account
the photocatalytic process.

The rate constant with PN-Sand A was 2.3 x 10~ minunder UV
irradiation and 1.2 x 10 > min! under visible irradiation. As when the
photodegradation was realized in the presence of free PN, PN-Sand A is
more active under UV irradiation. Moreover, whatever the irradiation
nature, the reaction is faster under heterogenous conditions; a better
contact between the pollutant and the sand-grafted photosensitizer can
explained this effect, due to the adsorption phase of the pollutant on PN-
Sand [29].In moving from homogenous to heterogenous conditions, the
increase of kinetic rate constant seems more important under visible
irradiation than UV irradiation (respectively from 0.4 to 1.2 x 10 % mn?
and 1.2-2.3 x 10~ mn™). This phenomenon is due to the bathochromic
shift of 80 nm observed in the absorption spectra when PN is bound to
sand (Fig. 3).

Total sorption contribution to the rate degradation can be estimated
by the y-intercept (b) of the linear regression (Fig. 6):
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Table 3

Concentration decrease of 6.5 x 10”8 M of TEB in the presence of 3.9 x 10° Mof
PN supported (PN-Sand A), under air saturation, in the presence of 0.2 M of
sodium azide and isopropanol, 0.1 M of p-benzoquinone, or N, condition under
UV irradiation, and their related kinetic constants.

Condition Total TEB % decrease k (min~1.10%)
[ 78 23102

Nz 56 14=01
Sodium azide** (*0,) 47 0.9 =0.1
Propan-2-ol** (OI) 64 1.8=0.1
p-benzoquinone** (03 ) 67 1.8 =02

** Quencher of the oxidative species in brackets.

Cy(1 —expb
Total sorption % = [“(%)—] x 100 3)
0

Where C is the initial concentration and b the y-intercept.

In the balance sheet, the contribution of the sorption of TEB in a first
step of the reaction was estimated to 48 and 49 % under visible and UV
irradiation, respectively.

3.4. PN-Sand A lifetime

To evaluate the lifetime of the sand-bound photosensitizer, TEB
photodegradation was achieved in three successive cycles using with the
same solid phase (PN-Sand A) under UV and visible irradiation (Fig. 7).

The parameters of the kinetic grouped in Table 2 reveal that the first
sorption step with the bound photosensitizer provides similar sorption
rate regardless of the cycle number and the type of irradiation (between
40 and 52 %). The regeneration of support by photodegradation of TEB
seems complete for the two types of irradiation with a relative consis-
tency except for the first cycle with UV irradiation. In the same way, the
kinetics of photodegradation, different between UV and visible irradi-
ation during the first cycle, becomes stable and comparable between the
two types of irradiation for the other cycles.

3.5. Identification of the photodegradation mechanism

Identification of the TEB degradation mechanism using PN-Sand A
was done within 360 min of UV irradiation in anaerobic medium and in
the presence of different quenchers (Table 3). We observed a rate of 56
% TEB degradation under N, condition where there is no possible pro-
duction of singlet oxygen and superoxide radical compared with 78 % in
aerobic medium. These results reveal that there is a very low oxidation
under anaerobic medium with a possible contribution of Type I mech-
anism via an electron transfer from TEB to the triplet excited state of the
photosensitizer or hydrogen transfer. In aerobic medium, the main types
of reactive oxygen species involved in organic pollutants photo-
degradation were hydroxyl radical ('OH), superoxideanion (03~) and
singlet oxygen (*05) [30]. To determine which species is predominant in
the mechanism of TEB photodegradation using PN-Sand A, the tests
were performed in the presence of the reactive oxygen species scaven-
gers, sodium azide, propan-2-ol and p-benzoquinone. Sodium azide is
used to scavenge 'O, while propan-2-ol and p-benzoquinone are se-
lective quenchers of 'OH and O3, respectively. 45 Sodium azide has the
most important inhibitory effect on TEB photodegradation as indicated
by the low degradation rate (47 %) and kinetic constant (0.9 x 10°
min™). The addition of p-benzoquinone or propan-2-ol also inhibits the
photodegradation of TEB but to a lesser extent. Such results confirm that
the main reactive oxygen species responsible for TEB degradation is
singlet oxygen.

4, Conclusion

Sand was functionalized by silanization with different
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trialkoxysilane. Afterward, phenalenone derivatives were grafted onto
these functionalized sands by three click reactions: two CuAAC and one
thiol-ene. The reaction between azidated sand and prop-
argylatedphenalenone gave the best grafting yield with 3.9 pmol of PN
per gram of sand. Free and sand-grafted PN were tested for tebuconazole
photodegradation. The grafting of PN on sand (PN-sand A) improved
TEB degradation rate especially under visible irradiation because of the
red shift of the absorbance range of the sensitizer. A first step of sorption
before photodegradation leads to an accumulation of TEB on the surface
of the solid. Successive experiments with the same batch of PN-sand A
showed a complete regeneration of the sand bound photosensitizer. The
first order kinetic constant of TEB photodegradation was comparable
between UV and visible irradiation of sand-grafted PN (between 1.2 and
2.3 x 10 % mn'!). The type Il mechanism was the main pathway with a
low contribution of the type I mechanism. PN-sand A offers a good
perspective for developing a continuous reactor for tebuconazole pho-
todegradation treatment under visible irradiation.
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‘This study reports on the photodegradation of tebuconazole (TEB) within a fluidized bed pilot unit mediated by
phenalenone (PN) grafted on sand (PN-sand). The photodegradation experiments were conducted in both a
cylindrical laboratory-scale reactor and a fluidized bed pilot unit equipped with a kit LED strip, for reactional
volumes of 0.4 I. and 38.7 1, respectively. The lab reactor study showed that TEB removal was slightly affected by
the LED emission type, i.c. purple LEDs (380 nm-440 nm) and blue LEDs (435 nm-465 nm). The PN-sand loading
also affected TEB removal, with a maximum rate of 79% at a loading of 30 g.L ", corresponding to a PN/TEB
molar ratio of 1800. TEB photodegradation could be described by a first-order kinetic constant of (1.1 + 0.2) x
10> min ! with a first step where photodegradation was coupled to a rapid sorption.

Similar kinetic constants were observed in both reactors. A recirculation flow of 440 L.h ™! made it possible to
assimilate the fluidized bed reactor into a perfectly stirred reactor. Experiments were conducted with this
recycling flow and an inlet flow of 1.1 L.h ! and 4.2 L.h ™%, respectively. The use of the first-order kinetic
constant of 1.0 x 10 % min" in a CSTR reactor served to propose a reactional model for the TEB solution
photodegradation. A drift towards the model was detected after a contact time of 33 h and independently of the
residence time. A degradation of phenalenone or a decrease in active phenalenone took place by photobleaching
or ungrafting from the support.

1. Introduction

The presence of pesticides in an aquatic environment is a topic of
increased interest due to their persistence, accumulation and high
toxicity, all of which exerts a negative effect on aquatic life as well as
human health [1]. Among such pesticides, triazoles are widely used and
detected in various water resources at concentrations up to 18 ug.L L
Tebuconazole (TEB) is a particularly interesting triazole fungicide, even
though its recorded concentration in effluent is low compared to other
pesticides (reaching 0.69 pg.L ) [2]. TEB is known to be persistent and
its degradation by conventional wastewater treatment proves to be
ineffective; moreover, photocatalysis has appeared as a promising
treatment for the degradation of TEB in water [3].

In photocatalytic processes, semiconductor-type photocatalysts such
as titanium oxide (TiO;) have been widely used for the photo-
degradation of organic pollutants in water [4] or real hospital

* Corresponding author.
E-mail address: michel.baudu@unilim.fr (M. Baudu).
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wastewater [5]. However, they are only effective under UV irradiation
< 360 nm, where just 5% of sunlight irradiation can be applied [6], thus
qualifying this process as less energy efficient. Some studies have re-
ported the coupling of TiO with a metal ion [7] and organic sensitizer in
order to extend its response to visible light [2]. On the other hand, many
other works have focused on the use of organic sensitizers for the pho-
todegradation of water pollutants, in finding they offer a promising
approach for water remediation. With the potential to be activated
under a broad range of the light spectrum, from UV to IR depending on
the sensitizer absorption introduced, they can generate reactive oxygen
species (ROS) like singlet oxygen (102) or superoxide anion (0; ), which
are efficient oxidizing reagents for decomposing organic pollutants in
water. For example, phthalocyanines and Rose Bengal were used in the
photooxidation of phenols [9] and 4-Nonylphenol, a phenol-based
pesticide [10]. Also, methylene blue, porphyrins and phenalenone
(PN) have been employed for the photooxidation of a number of
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pharmaceuticals, e.g. propanolol, sulfamethoxazole, metoprolol, diclo-
fenac and acetaminophen [10-12]. These sensitizers exhibit strong
reactivity towards such water pollutants and seem to be good substitutes
for semiconductors. Among these photosensitizers, phenalenone (PN) is
photostable and considered as the universal reference compound for
singlet oxygen sensitization [14]; its biological activity in dynamic
phototherapy or water disinfection is well documented [15], and its
reactivity towards certain organic molecules found in water, like
cycloxydim [16] and tryptophan [17], has been reported in several
mechanistic studies. However, few studies have reported the photooxi-
dation of organic compounds found in aqueous solutions. Martinez-
Haya et al [13] used phenalenone to determine the type of mecha-
nism involved in the photodegradation of pharmaceuticals in aqueous
solutions. In a previous work, both free PN and PN supported on hal-
loysite were successfully used for phenol photodegradation in an
aqueous solution [18]. The particularity of the studies cited above with
photosensitizers is their reliance on a lab-scale reactor.

Several photoreactor designs are feasible and under continuous
development in the aim of effective wastewater treatment [19]. On the
whole, photoreactors are classified into two major groups, i.e. with
either suspended catalysts or immobilized catalysts [19]. The suspended
configuration is more effective due to efficient light diffusion and su-
perior light-catalyst-pollutant contact, yet it requires an additional step
to separate out the catalyst [19]. To overcome this drawback, operating
in a fluidized bed reactor offers the possibility to enhance light diffusion
through an immobilized catalyst, which behaves like in suspension with
arecyclability feature. In fact, over the past few years, the development
of fluidized bed reactors for effective wastewater treatment under
advanced oxidation has experienced renewed interest [20]. This type of
reactor offers excellent contact between the light, catalysts and pollut-
ants, thereby enhancing the treatment effectiveness and energy [20];
moreover, it offers the possibility of continuous treatment even though
fixed bed photoreactors are known to be limiting in terms of mass
transfer [21]. Most studies operating in a fluidized bed photoreactor are
limited to a lab-scale photoreactor using semiconductors like TiO»
[21-24]. To the best of our knowledge, organic photosensitizers have
never been used in a fluidized bed photoreactor at the pilot scale.

The present study has investigated the effect of various parameters
on TEB photodegradation by means of an accessible photosensitizer
molecule, i.e. phenalenone. The main emphasis herein has been to
validate a photooxidation process with phenalenone supported on sand
in a fluidized bed reactor. The development of continuous flow reactor
for water treatment require modelization by the combination of hy-
drodynamic and reactive descriptions [25]. Three steps were proposed
to develop a tebuconazole photodegradation model in a fluidized bed
reactor: the determination of a kinetic model in a laboratory batch
reactor, the validation of kinetic constant for the fluidized bed reactor
and the combining with an hydrodynamic description for the modeli-
zation of the process.

2. Materials
2.1. Catalytic material

2.1.1. Preparation of PN-sand

The sand was post-treated Fontainebleau sand in a piranha solution
(96% H2804/30% H»0, 3:1 v/v); the activated sand was treated with a
solution of 3-(azidopropyl)trimethoxysilane in toluene at 110 °C for 24
h, then washed several times with ethanol and dried at 90 °C. After-
wards, propargylated phenalenone (2-((Prop-2-yn-1-yloxy)methyl)-1H-
phenalen-1-one) was grafted in a copper-catalyzed azide-alkyne cyclo-
addition (CuAAC) by mixing the photosensitizer (1.8 g, 7 mmol) with
azidated sand (1,600 g), copper sulfate (2 g, 8 mmol) and sodium
ascorbate (7 g, 37 mmol) in a 1:1 methanol/water mixture. This mixture
was mechanically stirred for 6 h, then filtered, washed with ethanol and
dichloromethane, and dried at 90 °C.

Chemical Engineering Journal 410 (2021) 128332

2.1.2. Material characterization

Surface morphology of phenalenone grafted sand (PN-sand) was
analyzed using a Scanning Electron Microscope (SEM) (Quanta FEG 450
FEI, EDS SamX) with an integrated Energy Dispersive X-ray Spectros-
copy (EDX) system for the acquisition of elemental information and
distribution mapping images.

PN-sand was also characterized by X Ray Diffraction (XRD) using a
Bruker D8 Advance Serie II. (data not shown as no major modification
was recorded).

SEM analysis (Fig. 1) show a modification on the surface of the sand
due to the chemical attack, and fine dark deposit corresponding to the
presence of the organic molecules of PN, which was confirmed by EDX
with a significant increase of the carbon signal (C/Si). The observation
and the analysis of the surface shown a non-homogeneous distribution of
PN on the surface.

The quantification of the PN grafted on sand was deduced by means
of UV analysis of the filtrate from the washing cycle after the reaction.
The PN-sand characterization was recorded on a double beam spectro-
photometer (Analytika Jena SPECORD 210) using 10-mm quartz cells.
The liquid analysis relied on an integrating sphere for the Diffuse
Reflectance UV-Visible (DRUV) in the solid state (Fig. 2).

The apparent density of the hybrid sensitizer and the bed porosity of
this material were both determined by the gravimetric method. The
particle size distribution was derived using laser granulometry (Malvern
MS 3000). These physical properties are listed in Table 1.

2.2. Reactors

2.2.1. Laboratory device

The photodegradation studies of 20 ug.L ™! of TEB were conducted in
a 0.4 L cylindrical vessel reactor (Fig. 3). The reactor was equipped with
a 5-W LED strip, along with lamps surrounding the reactor and emitting
in the absorbance band of of PN-Sand (300-475 nm), purple LEDs (380

B

Fig. 1. SEM images of PN-Sand x10 000 of sand (A) and PN-sand (B).
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Fig. 2. UV-visible, diffuse reflectance spectra of the PN-sand.

Table 1

Physical properties of the PN-sand.
PN quantity on sand (umol.g %) 39
density (g.cm®) 2.29
median particle diameter = dg (um) 244
d;, diameter (um) 168
uniformity (distribution spread) 0.235
bed porosity 0.39

Gas diffusion

0.4-1. reactor

LED strip

Sample inlet

T i

Fig. 3. Batch reactor settings for the TEB photodegradation experiments.

nm-440 nm) and blue LEDs (435 nm-465 nm). The reactor was
continuously stirred, and forced aeration was applied to maintain a
constant oxygen concentration in the solution. All experiments were
performed at room temperature (21 + 1) °C. 1 mL was sampled peri-
odically for purposes of kinetic monitoring.

2.2.2. Fluidized bed pilot unit

The photodegradation of 20 pg.L ™! of TEB solution of took place in a
fluidized bed pilot unit (Fig. 4). This unit was composed of a column 100
cm long and 10 cm in diameter surrounded by the 5-W blue LED strip
emitting from 435 nm to 465 nm and filled with PN-sand (1.2 kg) (5).
Water is pumped from the recycling tank (3) and conveyed from the
bottom to the column in upward flow allowing the bed fluidization (5).
The volume in the recycling tank (V1) was 29 L, the minimum volume
allowing the operation of the reactor. The total reactor volume (37.8 L)
is a loop consists of the column (5), the recirculation pipe (6) and the
recirculation tank (3).

The reactor was used either as a batch reactor or as an open reactor.
The recycling flow in the reactor was varied for the hydrodynamic study
from 300 to 440 L.h™! and fixed to 440 L.h~! for photodegradation
experiments. For continuous experiments, the recycling tank (3) was fed
from a 20 pg.L ' TEB solution stocked in a tank of 300 L (7) by inlet
flows (9) of 1.1 Lh! and 4.2 L.h™'. A volume of 1 mL was sampled
periodically from the recycling tank for purposes of kinetic monitoring.

Chemical Engineering Journal 410 (2021) 128332

The bed expansion was evaluated by direct measurement of the
expanded bed height with respect to a variation in the recirculation flow
from 100 to 480 L.h™".

Residence time distribution (RTD) was investigated by a pulse
experiment with the introduction of 0.1 M of NaCl (1 L at 5.84 g.L 1) in
the reactor. The concentration was homogenized by a recycling flow
during 15 min before the feed of the reactor by osmosed water. The
recycling tank (29 L) was mixing by the recirculation loop and con-
centration in recycle tank was considered similar to outflow stream. So,
a CSTR was considered for this part of the reactor and the exit stream
concentration was determined by sampling in the recirculating reactor.

2.3. Photodegradation experiments

2.3.1. Photodegradation experiments in the laboratory photoreactor

In a previous work, the use of PN-sand was confirmed for TEB pho-
todegradation by implementing two lamps in an annular reactor emit-
ting in both the UV and visible regions to cover the PN absorbance band.
The ratio of 10 g.L“1 of PN-sand for the degradation of 20 pg.L"l of TEB
was established based on experiments carried out in solution. Also, the
grafted sensitizer life cycle was assessed, and a good level of stability
was confirmed within three successive cycles under UV and visible
irradiation under the same conditions as those cited above after recov-
ering the PN-sand by filtration. The recovered PN-sand was then
weighed and the ratio of the wheight of PN-sand per treated volume was
readjusted for each cycle. The irradiated solutions were prepared from
stock 200 mg.L ! TEB solutions.

The effect of the LEDs lamp emission band was studied for the
photodegradation of 20 pg.L ™! of TEB in the presence of 10 g.L ! of PN-
sand. The effect of the PN-sand loading was studied for the photo-
degradation of 20 pg.L ™! of TEB in the presence of 10, 20 and 30 g.L ™ of
solid material. The supported sensitizer life cycle was evaluated within
three cycles under blue LED irradiation for the photodegradation of 20
pg.L ™! of TEB in the presence of 30 g.L ! of PN-sand after recovering the
PN-sand by means of filtration as above. The irradiated solutions were
prepared in ultrapure water (UPW; MilliQ, > 18.2 MQ) at pH 6.5.

2.3.2. Photodegradation experiments in the fluidized bed reactor

Batch experiments were conducted in the closed fluidized bed unit in
the same conditions as in the laboratory reactor, for the photo-
degradation of 20 pg. L™! of TEB in the presence of 1,200 g of PN-sand,
which corresponds to 30 gAL‘l under the same number of blue LED
irradiation per treated volume. The supported sensitizer life cycle was
also evaluated within three cycles under blue LED irradiation for the
photodegradation of 20 pg.L"1 of TEB in the presence of 30 g.L"l of PN-
sand. The irradiated solutions were all prepared in osmosis water. The
experiments in the opened reactor proceeded with a recycling flow of
440 L.h™" and inlet flows of 1.1 and 4.2 L.h™".

2.3.3. Q ive deter of the teb le and by-products

Tebuconazole (purity > 97%) analysis was carried out by means of
HPLC-Q-TOF, while chromatographic separation was performed with an
HPLC 1290 Infinity apparatus from Agilent and a Nucleoshell® RP18-
plus column (50 mm in length, 3 mm internal diameter) from
Macherey-Nagel with a thermostat setting at 30 °C. The detector was a
high-resolution, accurate mass quadrupole - time-of-flight mass spec-
trometer (Agilent 6540 Q-TOF) equipped with an Agilent Jet Stream
electrospray ionization source (ESI). A graduated mobile phase lasting
20 min was run with ultrapure water, methanol and 5 mM ammonium
formate with 0.1% formic acid. The autosampler temperature was
maintained at 4 °C. A value of 5% for the relative measurement uncer-
tainty was determined and used in all representations.

The identification of the degradation products of TEB was carried out
by concentrating 100 times the TEB starting solution at 20 pg.L ™", and
the solution after 510 min of irradiation in presence of PN-sand (in the
laboratory  reactor) into 3 mL empty SPE cartridge
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1- On/Off buttons

2- Flowmeter
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9- Inlet

outlet

Fig. 4. Fluidized bed reactor settings for the TEB photodegradation experiments.

(Chromabond®Saulen Macherey — Nagel; Diiren, Germany) with poly-
ethylene (PE) frit and packed under vacuum. Another PE frit was used to
close the SPE cartridge and the sorbent pow-der was dried under ni-
trogen. The elution was performed with 3 mL of methanol, followed by
3 mL of a 75/25 (v/v) methanol/ethyl acetate mixture. the mixture was
evaporated to dryness and then reconstituted into a 90/10 (v/v) UPW/
acetonitrile mixture.

The analysis was performed by LC/Q-TOF in the same conditions as
above.

2.3.4. Description of the kinetic in batch reactor

The residual percentage remaining in the solution of TEB after a
certain time of irradiation was calculated with Co, initial concentration
of TEB and C, TEB concentration after irradiation. Two steps were
observed during the experiments in batch reactors (laboratory or flu-
idized bed) with a first step where photodegradation was coupled to a
rapid sorption.

The data for TEB decrease were adjusted to the first order kinetic
equation:

dc
—= —kia 1
7 [€))
where k is the first order rate constant and t is the irradiation time

The experimental kinetic data obtained were fitted by a linear
regression of:

G
Lna =-kt +b (2)
Kinetic constant is given by the slope and total sorption contribution
can be estimated by the y-intercept (b) of the linear regression:

_ 161 —expb)]

N 100 3)

Totalsorption%

where G is the initial concentration and b the y-intercept.

2.4. Modeling considerations

2.4.1. Bed expansion

For a fluidized bed, the forces applied on a particle are balanced, i.e.
weight, Archimedean thrust and pressure force; hence, if the balance is
carried out over a bed height H and for a cross-section S:

pVeg(l—e)=APS +pVe(l —e) @

where 1 — ¢ = ® = bed sand compactness where ¢ is the bed porosity, V
= bed volume = H S, AP the differential pressure and p and p; the vol-
ume weight of water and particle respectively and g the gravitational
constant.

Consequently:

AP =(ps —p) g®H (5)

The settling velocity of a spherical particle in an incompressible
Newtonian fluid with a creeping (laminar) flow was described by Stokes’
Law:

i ?

U= (p, P)m” ©)
With p the dynamic viscosity of water and d the particle diameter.
But for an intermediate flow (H. S. Allen flow), the drag coefficient

was modified, and the settling velocity can be described by the following

equation:
B 0_15380.7|d1.14(ps o= [’)0'71
- po 29 ﬂo,.a

For a laminar flow condition, the Karman Kozeny Equation expresses
fluid velocity through a filtration bed as follows:

U @)

_AP(p+1)

A 8
! us'HY ®
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Along with Eq. (1), this yields:

_ (o —pe@+1)
Ur = WS ()]

The ratio between settling velocity and fluid velocity before fluid-
ization (i.e. limiting fluidization speed with ® = ®g) can be written as:
Uy 2d°S*,"

Uy 18(p+1) a9

which therefore enables calculating the minimum fluidization velocity,
Unt:
18(¢ + 1)°U;

5 an

U= 28282,

The Richardson-Zaki Equation describes the relationship between
fluid velocity (upflow velocity applied in the reactor) and bed
compactness with for:

Ur=U (1 - @) (12)

n can be expressed in function of particle Reynolds number (1 < Re,
< 500):

n= 4.4Re‘,,’n | 13)
Conservation of matter in the fluidized bed can then be written as:
Ho®g =H ® 14)

Thus, for a known limit settling velocity (Uy), the bed height H (if
laminar flow is respected) can be calculated as a function of the applied
fluid velocity:

H= Hy@o : 1s)

2.4.2. Hydrodynamic considerations
The residence time distribution in the fluidized bed reactor was
derived through tracer pulse experiments and a determination of the
function E(t):
C(r)

E(t) = RGO (16)

With C(t) the concentration of tebuconazole versus time.

The mean of the distribution, which corresponds to the mean resi-
dence time (MRT), is given by the first moment of the distribution.
During tracer monitoring, the evolution of concentration vs. time can
then be deduced by integrating the material balance given by the
following equation, where the variation in tracer quantity inside the
reactor equals the tracer quantity leaving the reactor:

y 4w _

a = —oco an

where Vp, is the reactor volume and Q is the inlet flow.

In the ideal case with an incompressible liquid, transit time Tt is
defined by the ratio of reactor volume (Vy) to inlet flow (Q); moreover,
the residence time distribution function for a perfectly stirred reactor
(CSTR) can be written as follows:

E(1) :I;exp[—ﬂ (18)

In the case of a short circuit flow, a portion of the tracer does not
blend with the reaction mixture present at the beginning of the experi-
ment in the reactor and gets discharged directly to the outlet. This
problem can be represented by a division of the inlet flow into 2 parts.
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One part of flow Fy is directly diverted to the outlet without passing
through the reactor (short-circuiting); this part is estimated by fitting the
experimental SDR to the theoretical curve.

3. Results
3.1. Photooxidation of tebuconazole in laboratory photoreactor

3.1.1. Effect of the emission band of the LEDs

To advance TEB photodegradation in a fluidized bed reactor, we
require external irradiation with less power consumption [26]. We
chose to install the reactor with LED strips, whose emission band
covered the PN-sand absorbance band. The purple LEDs emit in the near
UV-visible region (380 nm-440 nm) while the blue LEDs emit in the
visible region (435 nm-465 nm). In the same approach as in the previous
work (2.3.1), we evaluated the effect of the emission band of the LEDs on
the kinetic of TEB photodegradation (Fig. 5). The photodegradation
results reveal no major difference between the kinetics of TEB photo-
degradation under either blue or purple LED irradiation. As such, we
have chosen to set up our reactor with blue LEDs since our aim is to
develop a treatment under visible light; moreover, blue irradiation has a
better diffusion in water [27,28].

3.1.2. Kinetic study

In order to modulate the quantity of PN-sand to be put in the pilot
unit we studied the effect of the PN-sand loading .The photodegradation
of 20 pg.L ! of TEB was performed in the presence of 10, 20 and 30 g.L. !
of PN-sand (Fig. 6). Results indicate that the residual TEB concentration
decreases with PN-sand loading and becomes stable beyond a loading of
20 g.L”'(Fig. 6 A). Kinetic constant of photodegradation and sorption
rate can be calculated as mentioned in section (2.3.4). The best reduc-
tion of concentration (79%), has been obtained with a loading of 30 g.
L~! of PN-sand, due to the increase of sorption rate with the mass of
solid: 32.6 & 1.6, 53.7 + 4.7 and 58.6 =+ 3.9 for respectively 10, 20, 30 g.
L~ of PN-sand. This parameter is not essential for the evaluation of the
process because in open reactor very quickly the solid material will be in
equilibrium with solution and adsorption is limited by the kinetic of TEB
photodegradation. The calculating of kinetic constant provides infor-
mation about kinetic order with improved apparent first order constant
with the mass of PN-sand: (0.81 =+ 0.04, 0.85 + 0.14, 1.23 + 0.11) x
10~* min™" for the loadings of 10, 20 and 30 g.L ™! respectively. Then,
we (Fig. 6B). choose to use a PN-sand loading of 30 g.L ™" to implement
the fluidized bed reactor.

The identification of by-products by HPLC-Q-TOF reveals the appa-
rition of four new picks with the disappearance of TEB. The chemical

ABlue LEDs @ Purple LEDs

"

C/Cy
.
>

0 r - T v v v
0 60 120 180 240 300 360 420 480
Time (min)

Fig. 5. Concentration decrease of 20 pg.L™" of TEB in batch reactor using 10 g.
L ! of PN-sand under both blue (435 nm-465 nm) and purple (380 nm-440
nm) LED irradiation.
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Fig. 6. Concentration decrease of 20 pg.L-1 of TEB in batch reactor with
varying PN-sand loadings at 10, 20 and 30 g.L ! under blue LED irradiation
(435 nm-465 nm)) (A), and linearized representation of kinetic (in dotted line,
95% confidence interval) (B).

species linked to these picks were in low amounts and difficult to
separate. It does not result in an identifiable main product, which sug-
gests an advancement of the reaction close to the mineralization. This
aspect is the subject of further investigations.

To evaluate the evolution of the kinetics of TEB photodegradation
over time, the photodegradation of TEB was performed within three
cycles (Fig. 6) by reusing of the sensitizer after its recovering by filtra-
tion. Results show that the activity of the hybrid photosensitizer de-
creases with each cycle; however, results remain satisfactory with a TEB
degradation rate of 79%, 62% and 52% for the 1st, 2nd and 3rd cycle,
respectively. The decrease in the efficiency from one cycle to another,
can be attributed to a predictable reduction of sorption capacity on the
solid phase with the accumulation of TEB on solid and the increase of
concentration in solution between cycles. The sorption rates were (59 +
4%), (40 = 6%), (10 + 4%) for the 1st, 2nd and 3rd cycle, respectively.
When the kinetics is only driven by photodegradation (2d part of the
kinetic), despite a sometimes-weak correlation (cycle 2), linearization
according to a model of order 1 seems possible (Fig. 7). The results for
these 3 cycles yield homogeneous kinetic constants of (1.2 +0.1) x 1 0'3,
(1.1 £ 0.2) x 10® and (1.3 +0.1) x 107 min'], respectively. Photo-
degradation kinetic appears to be substantially constant and only
adsorption rate is reduced throughout three cycles.

A change of reactor scale, from the laboratory photoreactor (0.4 L) to
the fluidized bed photoreactor (38.7 L) is therefore advisable for these
conditions, i.e. for TEB initial concentration of 20 pg.L™}, PN-sand
loading of 30 g.L ! and blue LED irradiation.
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Fig. 7. Kinetic plot of the photodegradation of 20 pg.I. "' of TEB in the presence
of 30 g.L”! of PN-sand loading under blue LED irradiation (435 nm-465 nm)
during 3 cycles (in dotted line, 95% confidence interval).

3.2. Fluidized bed reactor

3.2.1. Bed expansion model

We started the experiments by the evaluation of the bed expansion
with an applied mass of PN-sand similar to that used in the lab’s cy-
lindrical reactor (30 g per liter of reactor volume), and this, in order to
optimize the recirculation flow and maximize bed expansion without
removing the small particles (djo) from the reactor. Thus, we sought to
describe the bed expansion, for the median particle diameter of 244 pm.
The settling velocity (Uj) was determined by Eq. (7) equals to 2.96 x
10 2 m.s ! while the minimum fluidization velocity (Uy,s) was calcu-
lated by the Karman Kozeny Equation (Eq. (11)) is equals to 7.5 x 10 4
m.s . The bed height (H) according to fluid velocity (Ur) can be esti-
mated by Eq. (15), as depicted in Fig. 8 for the median diameter (dso =
244 pm) and small particles (djp = 168 pm).

The bed height for d( particles has considered for calculating the
limit recirculating flow rate and to avoid loss of the finest particles. For a
bed height of 1.2 m, corresponding to the maximum operational height,
we observe in Fig. 7 a velocity of 0.0155 m.s !, therefore a flow rate of
440 Lh . For this maximum operational flow, the model shows for the
dso diameter a bed height of 42 cm corresponding to the bed height
measured experimentally.

3.2.2. Reactor hydrodynamics
The hydrodynamics of the reactor was evaluated, in particular to
quantify the proximity of the reactor to a perfectly stirred reactor. For

5
18 model with d50
16 @ cxperimental
1.4
12 model with d10
‘E 1
= 08
0.6
04 >
02 /_'__,—d——r//

0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0014 0.016 0.018
U (m.s)

Fig. 8. Measurement of bed expansion with velocity in the column, along with
the relevant model.
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this, the hydrodynamic study was carried out for a recirculating flow
rate in the fluidized bed of 300, 380 and 440 L. h ™. The residence time
distribution (RTD) in the open reactor was described with a flow rate of
8.64 L.h ! in order to provide a sufficient theoretical residence time
(269 min in a CSTR). The RTD results are given in Table 2. For a flow
rate of 440 L.h™ 1, we observe a reactor behavior close to the ideal CSTR
with a weak short-circuiting (4.9%).

Solids holdup is one of the most important parameters of the hy-
drodynamics of a liquid solid circulating fluidized bed and is affected by
superficial liquid velocity [29]. The evolution of the short-circuiting in
the reactor with the recirculation flow rate can be linked to a larger
stirring effect with the recycling feed and a decrease of solid holdup in
the fluidized bed.

3.3. Ph idation of tebuc le in a fluidized bed reactor

3.3.1. Kinetics in discontinuous reactor

To validate the transition from the lab reactor to the fluidized bed
reactor, we performed the photodegradation of tebuconazole in the
closed fluidized bed pilot unit while maintaining the same ratios as in
the lab batch reactor, i.e. 30 g.L. ! of PN-sand for the photodegradation
of 20 pg.L ! of TEB and the same number of LEDs per treated volume,
with a recycle flow rate of 440 L.h ! (Fig. 9). Results reveal the same
degradation rates compared to the laboratory reactor. However, we did
observe a rapid degradation within the first cycle in the fluidized bed
unit, which may be due to the enhanced adsorption contact between TEB
and PN-sand particles in the fluidized bed unit. Once the unit had been
saturated, we no longer observed this rapid decrease, and results were
similar to those in the laboratory reactor, with degradation rates after
480 min of irradiation equal to: 73%, 58% and 49% for the 1st, 2nd and
3rd cycle, respectively.

For the first cycle, the sorption phenomenon is quite pronounced
with a strong reduction of TEB in solution; also, photooxidation during
the second step is not quantifiable. The first-order kinetic constants for
the 2nd and 3rd cycles were similar (1.0 = 0.2) x 10~* mn~". This value
lies very close to the constants calculated with the lab reactor. We have
thus chosen to apply this constant for the operating description of the
open fluidized bed reactor.

3.3.2. Photodegradation in an opened reactor
A model can be proposed with a first-order reaction in an ideal CSTR
with an integral mass balance in the reactor of volume (Vg):

dN Vg
T Fin — Fow +— (Cin — Cour) = VRKCont 19
t T
With Fj, and Fo, the inlet and the outlet matter flows, respectively,
Ci, and C,y, the inlet and the outlet tebuconazole concentrations,
respectively and k the first order kinetic constant.
The equilibrium concentration in the reactor can then be calculated
when the net accumulation becomes 0:
Cin
Cow = 7—= 20
T (1+1k) (20)
Fig. 9 shows the reactor model for two inlet flow rates and the
concentration in the reactor versus time both with and without the

Table 2

Mean residence time (MRT) and evaluation of short-circuiting in the fluidized
bed reactor for an inlet flow of 8.64 L.h ! and for three recycling flows (300 to
440 Lh ™).

Recycling flow (L.h ) Mean residence time (MRT) (min) Short circuiting (%)

300 311.1 14.5
380 267.0 5.8
4110 267.6 1.9
£ 269 0
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Fig. 9. Concentration decrease of 20 pg.L ™! of TEB in the fluidized bed batch
reactor in the presence of 30 g.L. ! of PN-sand loading under blue LED irradi-
ation (435 nm-465 nm) within 3 cycles in the fluidized bed pilot unit.

photodegradation reaction. With an input flow rate of 8.6 L.h ™', the
outlet concentration in TEB at the steady state, as calculated according
to Eq. (20), would be high (13.8 pg.L ™) with a very low yield. We opted
to evaluate the process for residence times of 547 and 2,111 min with
flow rates of 4.2 (Fig. 10A) and 1.1 L.h & (Fig. 10B), respectively. For a
flow rate of 4.2 L.h™", the steady state is reached after approximately
1,000 min, with a theoretical outlet concentration of 10.9 pg.L™", and
the model seems to be able to describe the first step until reaching the
steady state. With a lower flow rate value (1.1 L.h™1), performance is
naturally better with a TEB removal rate of 73% (Fig. 10B) and a
theoretical outlet concentration of 5.8 ug.L~l. Experimental

A Expcrimental
— Without rcaction
‘With reaction

Outlet concentration (ug.L™")

0 1000 2000 3000
Time (min)

A Experimental
— Without reaction

o
2 : ;
S 14 With reaction
g
2 12
g
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8
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=
8 4
2
0 T T T T
0 1000 2000 3000 4000

Time (min)

Fig. 10. Photodegradation of 20 pg.L-1 of TEB in an open fluidized bed reactor
for an inlet concentration of 18.6 pg.L ™%, a recirculating flow rate of 440 L.h~*
and an inlet flow rate of 4.2 I.h ™' (A) and 1.1 .h ! (B).
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measurements indicate a slow drift above the theoretical value for both
inlet flows. However, after 33 h (2,000 min), a progressive decrease in
yield is observed regardless of the flow rate and, consequently, regard-
less of the residence time. It therefore seems that this decrease is unre-
lated to the appearance of byproducts causing an extension of the
catalyst, as reported by some authors [9]. Since this decrease remains
independent of residence time, it is most likely due to a loss of phena-
lenone by means of photobleaching or unlinking from the support as
proposed by Neves et al.[12]. Indeed, when samples were concentrated
for the identification of by-products (2.3.3), we detected propargylated
phenalenone in solution, whereas it was not detected during synthesis.

4. Conclusion

The photodegradation of tebuconazole has been achieved herein in

a

laboratory-scale photoreactor using phenalenone grafted on sand and
LEDs as an irradiation source within the visible (435 nm-465 nm). The
transition from a cylindrical laboratory reactor (0.4 L) to a fluidized bed
pilot unit (37.8 L) was successfully accomplished. The kinetics were
similar in both the fluidized bed reactor and the laboratory reactor, with

an average kinetic constant of 1.1 x 10™" * min~". A model with a firs

t-

order kinetic constant in a CSTR served to validate a reactional model
for the photodegradation of TEB in solution, as well as the feasibility of
such treatment at pilot scale, in a fluidized bed photoreactor using
supported PN. While the studies of the photodegradation of organic
molecules mediated by photosensitizers still conducted in a lab scale
photoreactors. A drift, independent of residence time, was observed
beyond 33 h; this was most likely due to an undetectable grafting defect
within the synthesis. The synthesis of the grafted sensitizer used still

needs to be improved.
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more particularly against multidrug resistant bacteria [2]. Photody-
namic therapy uses photosensitizers (PS) that are activated by absorp-
tion of visible light of an appropriate wavelength. According to two
different types of mechanisms (type I or type II), photoactivation of
photosensitizers leads to the formation of oxygen radicals by electron
transfer or of singlet oxygen by energy transfer. [3] These reactive ox-
ygen species (ROS) are known to be particularly cytotoxic. Various PS
have already been studied and have given promising results [4,5].
However, many PS are hydrophobic and, for this reason, they sponta-
neously aggregate under physiological conditions which leads to a
drastic decrease in their effectiveness [6]. To overcome this problem,
formulations of PS in micelles and liposomes have been proposed as
more efficient delivery systems [7-9]. These formulations allow to sol-
ubilize highly hydrophobic compounds in biological media, providing a
high local concentration of PS and hence a strong ROS photogeneration.
Several synthetic or natural photosensitizers have been successfully
tested in this way, for example phenothiazinium dyes [10,11], indoc-
yanine, [12,13] or tetrapyrrolic compounds. [14,15]

1H-phenalen-1-one (PN) is known as a very efficient photosensitizer,
due to its high singlet oxygen quantum yield. Otherwise, PN is easy to
synthesize and to derivatize. [16] Maisch and co-workers have synthe-
sized quaternary ammonium derivatives of phenalenone, some of them
containing long aliphatic hydrocarbon moieties; these latter compounds
proved to be effective in bacterial inactivation [17-19].According to
another report, free phenalenone was encapsulated in large unilamellar
vesicles made of 1,2-di-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine. These
constructs were used to mimic a photodynamic effect on tryptophan
derivatives at a cell membrane/water interface [20]. This study proved
that PN retained a sensible photosensitizing power even in a micro-
heterogeneous medium; however this method is barely applicable in
vivo, due to the possible release of free PN and hence its unwanted
dilution in the medium.

Inclusion of photosensitizers into vesicles can be obtained in two
ways. Either the photosensitizer is free and is maintained in the nano-
structure by non-covalent interactions with lipid molecules, [21] or the
photosensitizer is covalently bound to a lipidic skeleton [10]. Following
the works of Temizel et al. [22] and Nathan et al., [23] we chose to
conjugate phenalenone with lipophilic alkyl chains. In connection with
our research program on the elaboration of new photosensitizers and on
drug delivery strategy for PDT applications [24-26], we designed
different neutral phenalenone derivatives carrying one or two stearic
chains. These derivatives were further used, either alone or mixed with
1-stearoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (SOPC) to build su-
pramolecular assemblies (“phenalenosomes™) or mixed liposomes,
respectively.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Compounds 1, 2, 3 and 4 were synthesized according to a procedure
described in our previous paper. [16] Solketal was obtained by reaction
between glycerol and acetone according to the ketalization protocol
elsewhere described [27]. All other reagents and solvents were pur-
chased from Alfa Aesar, TCI, Carlo Erba, Fisher Chemical, VWR or Sigma
Aldrich and were used as received. Column chromatographies were
realized with a silica gel 60 (0.015-0.040 mm), and preparative thin
layer chromatography with silica gel 60 PFu54, both purchased from
Merck. NMR analyses were conducted on a Bruker DPX 500 NMR
spectrometer, operating at 500 MHz and with tetramethylsilane as
reference. High-resolution electrospray ionization mass spectra (HR
ESI-MS) were performed by the ICOA/CBM (FR2708) at the University
of Orléans (France) with a Bruker Q-TOF maXis mass spectrometer
coupled to an Ultimate 3000 RSLC chain (Dionex). The melting points
were measured on a Leica VMHB Kofler system without correction.
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2.2. Chemical synthesis

N-((1-((1-oxo-1H-phenalen-2-yl) methyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)
methyl)stearamide (1a). 363 mg (1 mmol) of 1 and 520 pL (3 mmol) of
DIPEA are dissolved in 10 mL of anhydrous DMF. 273 mg (0.9 mmol) of
stearoyl chloride are added and the solution is stirred 2 h under inert
atmosphere. The solution is then poured into 150 mL of water, the
yellow precipitate is filtered, and the solid is dissolved in CHCl3 and
dried over MgSOy. The solvent is evaporated, and the crude is purified
by column chromatography (CHCl3/MeOH 95:5) to give 133 mg (0.23
mmol, 26 %) of a bright yellow powder. TH-NMR (500 MHz, CDCls): 6
(ppm) = 8.68 (dd, J = 0.7, 7.5 Hz, 1 H), 8.24 (d, J =8.0 Hz, 1 H), 8.06
(d, J =8.3 Hz, 1 H), 7.81 (t, J =7.7 Hz, 1 H), 7.79 (d, J =6.2 Hz, 1 H),
7.77 (s, 1H), 7.72 (s, 1 H), 7.61 (dd, J = 8.0, 7.4 Hz, 1 H), 6.08 (t, J =5.6
Hz, 1 H), 5.55 (s, 2 H), 4.52 (d, J =5.5 Hz, 2 H), 2.17 (t, J =7.6 Hz, 2 H),
1.25 (m, 30 H), 0.87 (t, J =6.8 Hz, 3 H). - '*C-NMR (125 MHz, CDCl3): §
(ppm) = 183.81, 173.11, 144.75, 141.22, 135.57, 133.40, 132.72,
132.67, 132.07, 131.13, 128.84, 127.41, 127.36, 126.90, 126.81,
123.17, 48.99, 36.63, 35.00, 31.93, 29.70 (3C), 29.68, 29.66 (2C),
29.65, 29.61, 29.47, 29.36, 29.33, 29.30, 25.62, 22.69, 14.11. - MS:
HRMS (ESI"), caled for C3sH4oN4O, [M+H]': 557.385003, found
557.384404. - MW: 556.8 g/mol. MP: 148 °C.

(1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methyl stearate (2a). 211 mg (1 mmol) of 2
and 191 pL (1.1 mmol) of DIPEA are dissolved in 20 mL of anhydrous
DMF under inert atmosphere. 333 mg (1.1 mmol) of stearoyl chloride
are added and a yellow precipitate appears rapidly. The reaction is left
24 h under stirring at room temperature, and then poured into 100 mL of
water. The solid is filtered off and washed with cold ethanol. The re-
sidual impurities are removed by column chromatography (eluent :
CHCl3/MeOH 98:2) to yield 133 mg (0.29 mmol, 29 %) of a bright
yellow powder. IH.NMR (500 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 8.67 (dd, J =
0.95,6.4 Hz, 1 H), 8.22 (d, J =6.0 Hz, 1 H), 8.04 (d, J =8.2 Hz, 1 H), 7.79
(m, 3H),7.61 (dd,J=7.3,0.8 Hz, 1 H), 5.21 (d, J =0.6 Hz, 2 H), 2.42 (t,
J =7.6 Hz, 2H), 1.69 (¢°, J =7.5 Hz, 2 H), 1.25 (m, 28 H), 0.87 (t, J =6.9
Hz, 3 H). - 1*C-NMR (125 MHz, CDCl3): 5 (ppm) = 184.04, 173.65,
139.33, 135.03, 134.57, 132.07, 131.93, 131.74, 130.68, 129.15,
127.33,127.27, 127.24, 126.76, 61.30, 34.39, 31.93, 29.70 (4C), 29.66
(3C), 29.60, 29.49, 29.36, 29.29, 29.20, 25.03, 22.69, 14.12. - MS:
HRMS (ESIY), caled for CspHs0s [M+H]™: 477.336322, found
477.336134. - MW: 476.70 g/mol. - MP: 92 “C.

N-((1-oxo-1H-phenalen-2-yDmethyl)stearamide (3a). 1.2 g (4.88
mmol) of 3 is dissolved in 200 mL of anhydrous DMF with 1.78 mL
(12.42 mmol) of DIPEA and stirred 20 min under inert atmosphere. 1.63
g (5.37 mmol) of stearoyl chloride is added cautiously. A yellow pre-
cipitate appears rapidly. The reaction is left 24 h under inert atmosphere
and is then poured in 1.5 L of cold water. The yellow precipitate is
filtered and washed with cold ethanol. The remaining impurities are
eliminated by column chromatography (eluent: CHzCl,/MeOH 9:1) and
the product is crystallized in petroleum ether to yield 1.31 g (2.75 mmol,
56 %) of a bright yellow powder. "H-NMR (500 MHz, CDCl3): 5 (ppm)
= 8.65 (dd, J = 1.0, 6.4 Hz, 1 H), 8.22 (d, J =8.0 Hz, 1 H), 8.02 (d, J
=8.2 Hz, 1 H), 7.83 (s, 1 H), 7.80 (d, J =7.7 Hz, 1 H), 7.79 (d, J =7.7 Hz,
1H), 7.60 (dd, J = 7.2, 0.9 Hz, 1 H), 6.41 (t, J =5.7 Hz, 1 H), 4.42 (d, J
=6.3 Hz, 2 H), 2.17 (t, J =7.6 Hz, 2 H), 1.62 (¢°, J =7.5 Hz, 2 H), 1.25
(m, 28 H), 0.88 (t, J =7.0 Hz, 3 H). - '3C-NMR (125 MHz, CDCl3): &
(ppm) = 185.73, 173.20, 140.08, 136.05, 135.26, 132.05 (2 H), 131.84,
130.59, 129.20, 127.50, 127.23, 127.12, 126.89, 39.77, 36.89, 31.93,
29.70 (3 H), 29.66, 29.65, 29.63, 29.57, 29.48, 29.36, 29.34, 29.29,
25.70, 22.70, 14.11. - MS: HRMS (ESI"), caled for C3yHygNO, [M+H] :
476.352306, found 476.351983. - MW: 475.72 g/mol. - MP: 118 °C.

2-(((2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)methoxy)methyl)-1H-phenalen-1-
one (5). 456 mg (2 mmol) of 4, 1.98 g (8 mmol) of solketal and 100 mg of
tetrabutylammonium iodide (TBAI) are dissolved in 20 mL of CHyCly
and 20 mL of 5 M NaOH. The biphasic mixture is vigorously stirred
during 5 h at room temperature. After adding of 20 mL of CH,Cl; and 20
mL of water, the organic phase is collected, dried over MgSO,4 and
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evaporated. The crude is purified by column chromatography (CHCl3) to
obtain a viscous oil that solidified at room temperature under strong
trituration with 77 % yield (501 mg, 1.54 mmol). TH-NMR (500 MHz,
CDCl3): 5 (ppm) = 8.65 (dd, J = 1.1, 7.4 Hz, 1 H), 8.22 (dd, J = 0.7, 8.1
Hz, 1H),8.02(d, J=8.3 Hz, 1 H), 7.87 (s, 1 H), 7.80 (m, 2 H), 7.62 (dd, J
=7.2,8.2Hz,1H),4.70 (d, J = 1.3,15.0 Hz, 1 H), 4.66 (d, J = 1.3, 15.0
Hz, 1H), 4.44 (q°d, J = 0.6, 5.9 Hz, 1 H), 4.15 (dd, J = 6.5, 8.2 Hz, 1 H),
3.84(dd,J = 6.5, 8.2 Hz, 1 H), 3.77 (dd, J = 5.8, 10.0 Hz, 1 H), 3.70 (dd,
J=5.1,10.0 Hz, 1 H), 1.47 (s, 3 H), 1.40 (s, 3 H). - "*C-NMR (125 MHz,
CDCl3): 6 (ppm) = 184.45, 137.64, 136.49, 134.97, 132.05, 131.48,
131.42, 129.20, 127.68, 127.10, 127.05, 126.80, 109.57, 74.84, 72.30,
68.25, 66.79, 26.84, 25.48. - MS: HRMS (ESI*), caled for CooHz 04
[M+H]" : 325.143436, found 325.143247. - MW: 324.38 g/mol. - MP:
78 °C.

2-((2,3-dihydroxypropoxy)methyl)-1H-phenalen-1-one (6). 800 mg
(2.47 mmol) of 5 is dissolved in 10 mL of MeOH and 4 mL of 37 % HCl
are cautiously added. The solution is stirred 20 min at ambient tem-
perature and is then poured into 300 mL of water. The product is
extracted with CHCly, the solvent is evaporated, and the crude is pu-
rified by column chromatography (CHCl3/MeOH 95:5 then 98:2) to give
671 mg (2.36 mmol, 97 %) of a yellow powder. 'H-NMR (500 MHz,
CDCl3): 6 (ppm) = 8.67 (dd, J = 1.0, 7.4 Hz, 1 H), 8.23 (dd, J = 0.6, 8.0
Hz, 1 H), 8.04 (d, J =8.1 Hz, 1 H), 7.80 (m, 3 H), 7.63 (dd, J = 7.2, 8.1
Hz, 1 H), 4.66 (dd, J = 1.0, 13.2 Hz, 1 H), 4.63 (dd, J = 1.0, 13.2 Hz, 1
H), 4.04 (q°, J =5.0 Hz, 1 H), 3.78 (m, 4 H), 3.26 (s, 1 H), 2.33 (s, 1 H). -
13C-NMR (125 MHz, CDCl3): 5 (ppm) = 184.74, 138.97, 136.02,
135.17, 132.02, 131.89, 131.78, 130.78, 129.18, 127.39, 127.21,
127.16, 126.81, 72.71, 70.69, 68.94, 64.02. - MS: HRMS (ESI"), caled
for Cy7H;704 [M+H] ™ : 285.112390, found 285.112135. - MW: 284.31
g/mol. - MP: ND.

2-hydroxy-3-((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methoxy)propyl stearate (6a).
668 mg (2.3 mmol) of 6 and 1.5 mL (10.8 mmol) of Et3N are dissolved in
57 mL of DMF and placed under inert atmosphere. 1.38 g (4.6 mmol) of
stearoyl chloride is slowly added. A yellow precipitate appears, and the
mixture is stirred 100 min under inert atmosphere. The suspension is
then poured into 1 L of water, and the precipitate is filtered, dissolved in
CHClg, dried over MgSO4 and evaporated. The crude is purified by
column chromatography (CHCl3/MeOH 98:2) to give 515 mg (0.94
mmol, 41 %) of a yellow-orange powder identified as the product 6a and
36 mg (0.044 mmol, 1.9 %) identified as 6b. 1H-NMR (500 MHz,
CDCl3): 5 (ppm) = 8.67 (dd, J = 1.0, 7.4 Hz, 1 H), 8.23 (dd, J = 0.6, 8.0
Hz, 1 H), 8.04 (d, J =8.1 Hz, 1 H), 7.81 (m, 3 H), 7.63 (dd, J = 7.1, 8.1
Hz, 1 H), 4.68 (dd, J = 1.0, 13.6 Hz, 1 H), 4.64 (dd, J = 1.0, 13.6 Hz, 1
H), 4.27 (dd, J = 4.7, 11.4 Hz, 1 H), 4.23 (dd, J = 5.9, 11.4 Hz, 1 H), 4.17
(q°, J =5.2 Hz, 1 H), 3.77 (dd, J = 4.0, 10.0 Hz, 1 H), 3.71 (dd, J = 6.3,
10.0 Hz, 1 H), 2.36 (t, J =7.5 Hz, 2 H), 1.65 (m, 4 H), 1.25 (m, 26 H),
0.89 (t, J =7.0 Hz, 3 H). - *C-NMR (125 MHz, CDCl;): & (ppm) =
184.58, 173.99, 138.47, 136.13, 135.11, 132.05, 131.78, 131.69,
130.69, 129.69, 129.19, 127.47, 127.19, 127.14, 126.81, 72.04, 68.98,
68.70, 65.32, 34.21, 31.93, 29.70 (4C), 29.66 (2C), 29.61, 29.55, 29.47,
29.36, 29.26, 29.15, 24.95, 22.69, 14.12. - MS: HRMS (ESI"), calcd for
C35Hs,05 [M+H]': 551.373101, found 551.372487. - MW: 550.78 g/
mol. - MP: 45 °C.

3-((1-oxo-1H-phenalen-2-yl)methoxy)propane-1,2-diyl distearate (6b).
97 mg (0.37 mmol) of triphenylphosphine is dissolved in 1.5 mL of
anhydrous THF and placed at —10 °C under inert atmosphere. 84 pL
(0.43 mmol) of diisopropyl azodicarboxylate (DIAD) are slowly added. A
white precipitate appears. 105 mg (0.35 mmol) of stearoyl chloride and
187 mg (0.34 mmol) of 6a dissolved in 2 mL of anhydrous THF are
added dropwise. The cold bath is removed, and the reaction is left 2 h
under stirring at room temperature. The solvent is then evaporated, and
the crude is purified by column chromatography (CHCl3) to yield 139
mg (0.17 mmol, 50 %) of 6b as a bright yellow powder after evaporation
in diethyl ether at 15 °C under vacuum. 1H-NMR (500 MHz, CDCly): 5
(ppm) = 8.65 (dd, J = 0.9, 7.3 Hz, 1 H), 8.22 (d, J =7.8 Hz, 1 H), 8.03
(d, J =8.3 Hz, 1 H), 7.81 (m, 3 H), 7.63 (dd, J = 7.4, 8.1 Hz, 1 H), 5.37
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(q°,J =5.0 Hz, 1 H), 4.66 (dd, J = 1.1, 14.9 Hz, 1 H), 4.63 (dd, J = 1.1,
14.9Hz, 1 H), 4.43 (dd, J = 3.9,11.9 Hz, 1 H), 4.28 (dd, J = 6.2, 11.9 Hz,
1H), 3.80 (d, J =5.3 Hz, 2 H), 2.36 (t, J 7.5 Hz, 2 H), 2.33 (t, J =7.5 Hz,
2 H), 1.66 (q5, J =7.3 Hz, 4 H), 1.58 (m, 4 H), 1.25 (m, 52 H), 0.89 (t, J
=6.9 Hz, 6 H). - '>C-NMR (125 MHz, CDCl;): 5 (ppm) = 184.32,
173.48, 173.15, 137.46, 136.39, 135.00, 132.06, 131.52 (2C), 130.43,
129.16, 127.64, 127.11, 127.04, 126.81, 70.15, 69.60, 68.22, 62.66,
34.41 (2C), 34.17 (2C), 31.94 (2C), 29.71 (4C), 29.67 (2C), 29.64 (2C),
29.50 (2C), 29.37 (2C), 29.32 (2C), 29.29 (2C), 29.15 (2C), 29.13 (2C),
25.02 (2C), 24.93 (2C), 22.70 (2C), 14.12 (2C). - MS: HRMS (ESI"),
caled for Cs3HgsOq [M+H]: 817.634067, found 817.634138. - MW:
817.25 g/mol. - MP: 63 °C.

2.3. Surface pressure measurements

Surface pressure-surface area (n-A) measurements of monolayers of
1-stearoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (SOPC, Avanti Polar
Lipids, Inc., Alabaster, AL, USA) and phenalenone derivatives were
performed using a thermostated Langmuir film trough (775.75 cm?
Biolin Scientific, Finland) enclosed in a plexiglas box and protected from
light. All experiments were performed at 22 + 1 “C. Prior to monolayer
deposition, compression-expansion cycles were performed on ultrapure
water subphase (Millipore Milli-Q Direct 8 water purification system) to
verify that the surface pressure did not exceed 0.1 mN/m. SOPC and the
phenalenone derivatives solubilized in chloroform/methanol (9:1 v/v;
both solvents > 99.80 % pure, Carlo Erba reagents) were spread at air/
water interface, and the system was left for 15 min to allow complete
evaporation of the organic solvents. Monolayer compression was per-
formed at a speed of 6 A% molecule™!. min~". Results are mean values of
at least 3 measurements. The surface compressional moduli (Cs 1) of
monolayers were calculated from the Eq. (1):

dn

C;'l=-A—
s 7 [¢D)

where A is the molecular area, and dr the surface pressure change.
2.4. Formation of nano-assemblies

Pure 6b or SOPC and phenalenone derivatives were dissolved in a
mixture of chloroform and methanol (9:1, v/v) and the solvents were
evaporated at 40 °C under reduced pressure. The resulting film was
hydrated with pure water at room temperature to obtain a concentration
of 2 mg lipids/mL, and the resulting lipid suspension was then sonicated
for 10 min by a series of 10 s-on/10 s-off cycles (i.e., 20 min in total)
using a Vibracell 75,041 probe sonicator (750 W, 20 kHz, Bioblock
Scientific, Aalst, Belgium) at 20 % amplitude. The suspension of pure 6b
was used with no further treatment, while the other formulations were
centrifuged at 2000 g for 25 min. All of the obtained nano-assembly
suspensions were stored in darkness at 4 °C.

2.5. Analysis of the nano-assemblies by cryogenic transmission electron
microscopy (CryoTEM)

The morphology of the nano-assemblies was analyzed by cryogenic
transmission electron microscopy using a JEOL 2200FS TEM (JEOL USA,
Inc., Peabody, MA, U.S.A.) equipped with a Gatan Ultrascan 2 K camera
(Gatan, Evry, France). An aliquot (5 pL) of each suspension was depos-
ited onto a perforated carbon-coated copper grid (TedPella, Inc.). After
removal of excess liquid with a filter paper, the grid was quickly frozen
in liquid ethane at —180 °C and mounted on the cryo-holder for
microscopic analysis.
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3. Results and discussion
3.1. Synthesis of the PN derivatives

The new PN derivatives were synthesized based on previously
described functionalizations of PN. [16] Hydroxyl and amino moieties
were the starting groups for the formation of ester or amide linkages
with stearic acid as a model fatty acid.

The first three PN-stearic acid derivatives were obtained by reaction
of stearoyl chloride with phenalenone amino derivatives 1 and 3 and
phenalenone hydroxy derivative 2 (Scheme 1).After purification, prod-
ucts 1a, 2a and 3a, comprising one stearoyl chain were obtained in
26%-59% yields.

The glycerol pattern was chosen to mimic natural lipids, e.g. glyc-
erophospholipids (Scheme 2). The glycerol moiety was added by
reacting racemic solketal with 4 in a well-known phase transfer catal-
ysis. [16] Compound 5, obtained in good yield, was deprotected by acid
hydrolysis to give 6 in a quasi-quantitative yield. The two alcohol
moieties were expected to react with stearoyl chloride but, compound
6a, only substituted on the primary alcohol, was the main product of the
reaction. Very small amounts of the doubly substituted compound 6b
were actually isolated.

The secondary alcoholic function of compound 6 showed a poor
reactivity; the Mitsunobu reaction seemed therefore to be a good alter-
native to overcome this problem (Scheme 3). The presence of several by-
products made the purification somewhat tricky, but 6b was obtained in
good yield (50 %).

All the compounds were characterized by IH, 13C NMR and HRMS
and all the recorded spectra showed the expected signals (See Sup-
porting Information).
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3.2. Tw
derivatives

1 and supr ular arr of phenal.

The interfacial properties of 1a, 2a, 3a and 6b were analyzed by
surface pressure measurements. Mean isotherms of monolayers of the
four compounds are presented in Fig. 1. Their characteristic values are
summarized in Table 1. Compounds 1a, 2a and 3a can be compared to
stearic acid, from which they are derived. However, none of them did
show the typical characteristics of stearic acid, namely: onset molecular
area at 27 A% liquid expanded-liquid condensed state transition at 30
mN/m, high collapse surface pressure (50-55 mN/m) and small limiting
molecular area (18-20 10\2). [28-30] The presence of the linker and of the
phenalenone moiety leads to an increase of the molecular area and to a
lowering of both the surface pressure at collapse and the surface pres-
sure at which the liquid expanded-liquid condensed state transition
occurs. The three compounds may be classified as follows, according to
the molecular area enlargement induced by their linker: ester (2a) >
amide (3a) > amide triazole (1a). Compound 1a exhibits the closest
molecular area to that of stearic acid. This can be explained by the
greater flexibility provided by the amide-triazole linker in comparison
with the ester and amide ones. This greater flexibility may have two
consequences: it may (i) lead to progressive immersion of the non-lipid
fraction in the subphase while the compression of the monolayer is in
progress or (ii) allow the rearrangement of phenalenone molecules at
the interface so that they can more strongly interact with each other. The
relatively low surface pressure at collapse and low maximal compress-
ibility modulus make the immersion of the phenalenone moieties in the
subphase more plausible than a strong phenalenone-phenalenone
interaction in the air phase. The significant depth at which phenale-
none is immersed reduces its influence on the interface (Fig. 2). The
flexibility ~of the linker, however, may also promote
phenalenone-phenalenone interactions in the subphase, which would
contribute to the reduction of the molecular area of 1a.

Cl ®
O (0]
Stearoyl chloride ‘
_ =
DIPEA, DMF
2h, r.t.
1 1a (26%)
Ci7H3s O
HX X
(0] (0]
Stearoyl chloride ‘
———
DIPEA, DMF
24h, r.t.
X=0:2 X =0:2a(29%)
X=NH.HCI: 3 X =NH : 3a (56%)

Scheme 1. Synthesis of phenalenone derivatives 1a, 2a and 3a by action of stearoyl chloride on amino- and hydroxy- phenalenones.
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Scheme 2. Synthetic route of mono and doubly substituted PN 6a and 6b.

OYCwHas
(0]

HO
(0]

CC

Stearic acid
—ee—

PPhs, DIAD

2h, r.t.

OY C17H3s
0

0O

Cq7H3s O

O
CC

THF
6b (50%)

Scheme 3. Synthesis of the doubly substituted phenalenone 6b by the Mitsunobu reaction.
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Fig. 1. Compression isotherms of pure compounds spread at the air/
water interface.

The ester bond in 2a is responsible for the most significant increase in
molecular area between 0 and 15 mN/m, accounting for the presence of
phenalenone at the interface. However above 15 mN/m, a strong
reduction of the molecular area is observed up to 27 A%, below which
surface pressure increases again. It seems that the monolayer reaches its
limit of compression at about 15 mN/m, and that further compression
leads to the formation of multilayers (Fig. 1 and 2). This assumption is
supported by the molecular areas measured above 16 mN/m, which are
much smaller than the cross-section of a methylene group. [28]

Table 1
Characteristics of the compression isotherms of the studied pure phenalenone
derivatives.

Phenalenone Surface pressure Molecular area Maximal

derivative at collapse (mN/  at collapse (A%) compressibility
m) modulus (mN/m)

la 37.0 19.8 119.4

2a 15.8 27-34.4 88.1

3a 41.2 28.0 185.8

6b 54.0 34.8 249.1

Compound 3a exhibits an intermediary limiting molecular area. It
also leads to higher surface pressures and compressibility moduli (Fig. 1
Table 1). Apparently, the short and hydrophobic amide linker maintains
phenalenone groups close to the interface until collapse (Fig. 2). It thus
affects much more the surface tension as compared with phenalenone in
1a. It is interesting to note that the LE—LC transition of all the three
phenalenone derivatives occurs around 15 mN/m (dotted lines in
Fig. 1), which could be the surface pressure at which most phenalenone
groups are expelled from the plane of the interface.

All PN-stearic acid derivative monolayers are less organized than
those of their precursor, [28,30] as deduced from their relatively low
maximal compressibility moduli (stearic acid > 500 mN/m > 3a > 1a >
2a). Compound 3a forms the most rigid monolayers, probably due to the
presence of phenalenone molecules at the interface, even at high surface
pressures.

Compound 6b with its two alkyl chains can be compared to
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Fig. 2. Putative organization of phenalenone derivatives at the air-water interface.

distearoylphosphatidylcholine (DSPC). Like stearic acid, DSPC has been
studied by many authors. [31-33] Its interfacial behavior is character-
ized by a surface pressure higher than 60 mN/m at collapse corre-
sponding to a molecular area of 48 A2, as deduced from surface pressure
measurements and grazing incidence X-ray diffraction experiments as
well. [34] Considering that the presence of phenalenone at the interface
should lead to an additional enlargement of the molecular area, a
limiting molecular area higher than 60 A% would be expected. However,

50 nm

150 nm

6b exhibits much smaller molecular area and surface pressure than
DSPC at collapse (Table 1). This accounts for the immersion of the
phenalenone groups in the subphase during compression, but also for
the strong interactions between these groups.

Owing to its similarity with glycerophospholipids, 6b was used to
form vesicles, either pure or mixed with 1-stearoyl-2-oleoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine (SOPC, 75, 50 and 25 mol%). Compounds 1a and 3a
were mixed with SOPC (90 mol% for 1a and 60 and 90 mol% for 3a) in

Fig. 3. Morphology of objects formed by pure 6b (I,II) and its mixtures with SOPC (III, IV: 75 mol%, V: 50 mol%, VI: 25 mol% 6b). (1I) is an enlargement of the
nanoplatelet (I) showing the stacked bilayers. White arrows indicate the zones where stacked bilayers are visible. Black arrows point to SUV.
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an attempt to obtain vesicles. Compound 2a, forming disorganized and
unstable monolayers, was not studied.

It is possible to build liposome-like porphysomes from pure lipid-
porphyrin conjugates. [35,36] The stability of these vesicles specif-
ically depends on the chemical structure of the building block. [37] In
the same manner, pure 6b could self- ble into ph
However, the CryoTEM images in Fig. 3(I, II) reveal that this compound
self-assembles into massive nanoplatelet-like objects (several hundred
nm), consisting of stacks of 5.5-6.5 nm thick bilayers. These bilayers are
thicker than those observed with glycerophospholipid bilayers (4 nm for
SOPC, 5 nm for DSPC). [38-40] This would account for the positioning
of the phenalenone moieties in the polar head region rather than be-
tween the hydrophobic chains, as also deduced from monolayer studies.
Mixed with SOPC, 6b hampers the formation of stable SOPC multi-
lamellar vesicles (MLV) and seems to promote their transformation into
LUV, SUV, and bilayer leaflets (Fig.3 (III-VI)). Fig. 3 (IV) shows multi-
lamellar vesicles with stacked bilayers, and loose, deformed, bilayers
gradually separating from each other. These expanded bilayers evolve
into bilayers sheets. It is noteworthy that the concentrations of the
phenalenone derivative in the SOPC-6b mixtures are very high
compared with the usual loading rate of hydrophobic compounds in
liposome membranes, which rarely exceeds 5%. [14,41,42] Due to the
high concentration of 6b, phase separation may occur, as suggested by
the coexistence of several different objects.

The CryoTEM images in Fig. 4 illustrate the behavior of 1a and 3a in
the presence of SOPC. At high concentrations, 3a forms bilayer stacks
(not shown) with a morphology similar to that of 6b, although they
appear to be less dense and smaller in size than those of the latter.
Twisted ribbons, unilamellar and oligolamellar vesicles, numerous SUV

Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects 612 (2021) 125988

accumulated onto the carbon mesh of the grid, as well as small dense
nanoparticles (about 50 nm in diameter) are also observed (Fig. 4 (I,
1I)). Although it is not clear whether these nanoparticles are really ob-
tained by self-association of 3a, they do not look like contaminants,
having a much more spherical appearance than ethane crystals. They are
not observed at 10 mol% 3a (Fig. 4 (IIT)). With 1a (10 mol%), a pro-
fusion of onion-like multilamellar liposomes is observed (not shown) as
expected in SOPC vesicle suspensions. However, there are also a
multitude of oligolamellar vesicles along with interwoven bilayer
sheets, which seem to result from the destructuration of vesicles (Fig. 4
(IV)). Obviously, at low concentration (10 mol%) 1a and 3a induce
some multilamellar-to-unilamellar transition in vesicles, but also
transformation of vesicles into bilayer sheets.
Multilamellar-to-unilamellar transition has been described in the
literature in systems containing cationic lipids or surfactants, or in sys-
tems containing peptides or peptide-like molecules. In both cases,
electrostatic interactions between bilayers lead to the destabilization of
multilamellar vesicles and the formation of unilamellar ones, [43,44]
but these interactions cannot be invoked in the present work. The for-
mation of stacked bilayers in pure 6b nano-assemblies could be
explained by strong n-n interactions between phenalenone molecules in
the plane of the leaflets and between bilayers (Fig. 5). Indeed, in systems
containing 6b (pure or mixed with SOPC), there are two contributions to
the stacking of molecules: the lateral interaction between the hydro-
phobic chains and the lateral interaction between the phenalenone
groups. The lateral interaction between phenalenone groups can be
applied in the same bilayer (Fig. 5, IT), or between two adjacent bilayers,
as shown in Fig. 5 (I). The CryoTEM images tend to show that the lateral
interaction between the phenalenone groups of 6b is stronger than that

150 nm

Fig. 4. Morphology of objects formed by 3a/SOPC mixtures (I, II: 40 mol% 3a; I1I: 10 mol% 3a) and 1a/SOPC (IV: 10 mol% 1a). Black arrows indicate bilayers and
fibers; white plain arrows indicate the SUVs and doted white arrows indicate nanoparticles.
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Bilayer 1 Bilayer 1
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Fig. 5. Putative organization of 6b in pure and mixed bilayers. (I) Lateral and interbilayer stacking of phenalenone molecules, (IT) lateral stacking of phenalenone
molecules without interbilayer interaction, (III) domains formation and interbilayer stacking controlled by 6b in SOPC-6b systems.

between its hydrophobic chains. In the case described in Fig. 5 (II, III),
SOPC-6b bilayer deformation is expected because the strong
phenalenone-phenalenone interaction leads to the formation of rigid
domains coexisting with fluid domains of SOPC. In the case depicted in
Fig. 5 (I, II), stacked bilayers are formed due to the strong interaction
between phenalenone molecules emerging from adjacent bilayers.
Thorough physicochemical characterization is in progress to confirm
this hypothesis.

4. Conclusions

In this work and for the first time, four new stearic-acid based phe-
nalenone derivatives (PNC;g), with variations in the type of linkage and
the number of acyl chains, have been synthesized. The destructuring
effect of all the studied phenalenone derivatives on phospholipid orga-
nization results from the insertion of these molecules into the phos-
pholipid bilayers, affecting the packing of the phospholipid molecules
and the curvature of the bilayer, as well as the fragmentation of the
vesicles during sonication. Sonication leads to the formation of stable
and metastable lipid assemblies, which may undergo further sponta-
neous transformation (Fig. 3 (IV), and Fig. 4 (II, III, IV) depending on
the stability of the mixtures of phospholipid and phenalenone deriva-
tive. Obviously, phenalenone derivatives, at the studied concentrations,
perturb the formation and stability of SOPC vesicles rather than they
control the formation of a specific kind of nano-assembly. Lower con-
centrations of phenalenone derivatives could be tested for micelle for-
mation or successful encapsulation in stable vesicles with photodynamic
properties. Only compound 6b seems to be able of self-assembly into
stable bilayer stacks upon sonication. These nanoplatelets are quite large
and exhibit various shapes. It would be interesting to evaluate whether
the nanostructuring of this PN derivative leads to an improved photo-
inactivating activity against bacteria as compared with free
phenalenone.
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Synthése et caractérisation de nouveaux deérivés de phénalénone pour des applications
environnementales et antimicrobiennes

Un photosensibilisateur est un composé capable de capter les rayonnements lumineux et de
transférer cette énergie a des molécules voisines. En particulier, I'oxygene moléculaire peut capter
cette énergie pour aboutir a de I'oxygeéne singulet, une forme de I'oxygéne extrémement réactive
capable de détruire une grande variété de composés organique dont les constituants cellulaires et
les polluants environnementaux. Avec un rendement quantique de production d'oxygene singulet
proche de 1 dans tous les solvants, la phénalénone est un excellent photosensibilisateur qui
présente l'avantage d'étre synthétisé de maniére relativement simple. Cependant, les
fonctionnalisations décrites affectent parfois de maniére drastique le rendement en oxygéne
singulet et I'utilisation de la phénalénone s’en trouve par conséquent limitée. Ainsi, au cours de ce
travail, nous avons proposé dans un premier temps une série de fonctionnalisations de la
phénalénone avec des fonctions aussi diverses qu’un azoture, un propargyle, un acide, une amine,
un alcool et bien d’autres, permettant d’élargir son domaine d’utilisation sans perte d’efficacité du
photosensibilisateur. Dans une seconde partie, certaines de ces fonctions ont été utilisées pour de
nouvelles utilisations de la phénalénone. Celle-ci a ainsi pu étre greffée sur des matériaux
cellulosiques (bois et papier) et siliceux (verre et sable). Les propriétés antifongiques du bois ainsi
fonctionnalisé sont actuellement a I'étude, tandis que les premiers tests de photodégradation du
tébuconazole dans l'eau par du sable fonctionnalisé par la phénalénone ont donné des résultats
prometteurs laissant entrevoir la possibilité d'utiliser ce matériau dans la photodépollution des
eaux. La phénalénone a par ailleurs été greffée a une ou plusieurs chaines d’acide stéarique et
I'étude de ces composés a mis en évidence la possibilité de former des assemblages
supramoléculaires. Enfin, la phénalénone a été associée a des sels de triazolium pour une
utilisation antibactérienne, et a montré une excellente activité de photoinhibition de la croissance,
en particulier sur les bactéries & Gram positif.

Mots-clés : Phénalénone, Fonctionnalisation, Greffage, Antimicrobien, Photodépollution

Synthesis and characterization of new phenalenone derivatives for environmental and
antimicrobial applications

A photosensitizer is a compound capable of capturing photons of light and transferring this
energy to neighboring molecules. In particular, molecular oxygen can absorb this energy to
lead to the formation of singlet oxygen, a very reactive oxygen species that can react with a
large variety of organic compounds, cellular constituents and environmental pollutants. With a
singlet oxygen quantum yield near unity in all of the most common solvents, phenalenone is
an excellent photosensitizer which has the advantage of facile synthetic accessibility.
However, chemical modification of this molecule drastically impacts the singlet oxygen
guantum vyield, thus limiting its use. Hence, during this work, we have proposed a series of
phenalenone functionalizations with various functional groups like azide, propargyle,
carboxylic acid, amine, alcohol and much more, enabling the expansion of its use without any
loss of efficacy. In a second part, some of these derivatives were used for new applications of
phenalenone. It was grafted on lignocellulosic materials (wood, paper) and siliceous materials
(glass, sand). Antifungal properties of grafted wood are currently under study, while some
preliminary tests of tebuconazole photodegradation of grafted sand in water gave promising
results leaving open the possibility to use this material in water photodepollution. Phenalenone
was also linked to one or two stearic acid chains and analysis of these derivatives highlighted
their capacity to form supramolecular structures. Lastly, phenalenone was coupled to
triazolium salts, and several derivatives have shown excellent photo-inhibition against
microbial growth, in particular against Gram positive strains.

Keywords : Phenalenone, Functionalization, Grafting, Antimicrobial, Photodepollution



