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Liste des Abréviations

4-MU : 4- méthylumbeliferone
ACOEt : acétate d’éthyle

AcOH : acide aceétique

AICls: chlorure d’aluminium

APTS : acide paratoluene sulfonique
CAS : chemical abstracts service

CCM : chromatographie sur couche mince
CF3COOH : acide trifluoroacétique
CH3-SO3H : acide méthanesulfonique

CHCI;: chloroforme

d : densité

DCI: dénomination commune internationale
DMF : diméthylformamide

DMSO : diméthylsulfoxide

Fe : fer

FeCl,. chlorure de fer (I1)

FeCls: chlorure de fer (111)

FeCly,: ion tétrachloroferrate(l11)

FTIR : spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier
GC : chromatographie gazeuse

H,SO,: acide sulfurique

HA : acide hyaluronique

HAS: Hyaluronate Synthetase

HCA : anhydrase carbonique humaine

HCI : acide chlorhydrique

HCIO,: acide perchlorique

HNOg : acide nitrique

HPLC : chromatographie liquide haute performance

IR : infra rouge

IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry
KBr : bromure de potassium

KMnOQO, : permanganate de potassium

KOH : hydroxyde de potassium



LiBr : bromure de lithium

m.th : masse théorique

Ma : masse atomique

Mr : masse relative

N° ech : numéro de I’échantillon
NaCl : chlorure de sodium
NaOCHj;: méthanolate de sodium
NaOH : hydroxyde de sodium
NH3 : ammoniac

NH4OH : hydroxyde d’ammonium
NO; : dioxyde d’azote

P,Os : pentoxyde de phosphore
PEG- HSO3 : polyéthylene glycol-acide sulfonique

Pf: point de fusion
Pka : constante d’acidité

QSP : quantité suffisante pour

Rf: rapport frontal

RMN : résonance magnétique nucléaire

S /vide : sous vide

SAR :Structure Activity Relatioship (relation structure activité )
SEr: substitution électrophile aromatique
Si0,-SO4H : dioxyde de silicium-acide sulfurique
Sn : étain

UDP: uridine diphosphate

UDP-Glc UA: UDP-acide glucoronique
UDP-GIcN Ac: UDP-N-acétyl-glucosamine
UGT : UDP-glucuronosyl transférase

Uma : unité de masse atomique

UV : Ultra violet

VIH : virus de I'immunodéficience humaine

Zn : zinc

ZrCl, - Chlorure de zirconium (IV)

NF-kB : facteur nucléaire kappa B

Tat : trans-avtivateur de la transcription
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Les coumarines constituent une grande classe d’hétérocycles. La plupart d’entre elles, sont
douées d’activités biologiques variées. Parmi elles, on peut citer, I’activité anticoagulante
dont le chef de file est la warfarine, 1’activité anticancéreuse et hépatotrope dont le chef de file
est I’hymecromone, 1’activité antibiotique [1], I’activité analgésique et anti inflammatoire ou
encore, I’activité anti-HIV [2] et photo-sensibilisante. Outre le domaine pharmaceutique, ces

molécules peuvent avoir diverses applications en agroalimentaire et en cosmétique.

Vu I’importance de ces molécules et la diversité de leurs applications dans 1’industrie
pharmaceutique, les chercheurs s’intéressent de plus en plus a leurs conception, notamment
les dérivés de I’ombélliférone. Le développement des procédés de synthese peut déboucher
sur de nouvelles molécules, ayant une action similaire ou meilleure que celle du médicament

prototype, comme il peut améliorer les conditions opératoires d’une technique.

L’hymecromone est une coumarine dérivée de I’ombélliférone, commercialisée pour son
effet hépatotrope et antispasmodique. De nombreuses recherches et études récentes portant
sur des essais expérimentaux ou précliniques, ont prouvé son excellent pouvoir inhibiteur de
I’acide hyaluronique (HA), un acide jouant un réle primordial dans de nombreux processus
pathologiques, y compris l'inflammation et la progression du cancer. L’hymécromone pouvait

donc étre indiquée pour le cancer de la prostate et du sein.

L’objectif principal de notre travail est de synthétiser, par condensation de pechmann,

I’hymecromone. Cette substance est ensuite caractérisee, identifiée et sa pureté est controlée.

Accessoirement a cela, notre objectif était aussi de synthétiser et identifier des
pyrocoumarines et autres, ayant des intéréts thérapeutiques variés surtout anti-inflammatoire
et antibiotique, tels que 6-méthyl-2-[3°,4’-dichlorobenzayl]-8H-pyrano[2,3-e] benzoxazol-8-
one, le 6-méthyl-2-benzayl-8H-[2,3-e]benzoxazol-8-one et le 3-chloro-7-methyl -9H-pyrano
[2, 3-e] benzo-1, 4-oxazine-2,9-dione. Ces molécules ont tous 1I’hymécromone, comme

précurseur de synthese.

Ces synthéses ne se réaliseront qu’apres la nitration préalable de I’hyméchromone suivie de
son amination réductrice. Ces intermédiaires sont aussi caractérisés, identifiés et leur pureté

est estimée.
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Notre travail porte sur deux grands chapitres :

Le premier chapitre sera consacré a une étude bibliographique subdivisée en deux
parties, la premiére traitant une étude généralisée sur les coumarines : leur structure, les
différentes méthodes de synthése, la relation structure activité....La seconde, expose
les caractéristiques et chemins de synthése et intérét thérapeutique des trois dérivés, en
question, de coumarine : I’hymecromone, le 8-nitro-7-hydroxy4-méthylcoumarine, le
8-amino-7-hydroxy4-méthylcoumarine

Le second chapitre, est aussi subdivisé en deux parties. La premiere expose le matériel
et les techniques expérimentales suivies pour la synthese, la caractérisation,
I’identification et essais de pureté, des différents produits synthétisés. La seconde partie
traite les résultats et leur discussion.

Ce manuscrit s’acheéve par une conclusion et des perspectives en vue d’amélioration de

notre travail ou de le compléter.
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I. Coumarines : Généralités
1.1. Introduction :

Le nom coumarine vient de « cumaru », qui représente, en langue amazonienne, 1’arbre
de « Tonka » (cf. Figure 1), dont les féves contiennent 1 & 3% de coumarine. Ces composés
sont tres importants et diversifiés car, beaucoup d’entre eux, existent a 1’état naturel. En effet,
aujourd’hui, prés d’un millier de coumarines ont été décrites dans plus de 800 especes de

plantes et dans des micro-organismes [3].

Figure 1 : Féves Tonka

Les coumarines sont formées dans les différentes parties des plantes et s’accumulent
essentiellement dans les fruits et les racines, telles que les racines des flouves (Graminées
d’Eurasie du genre Anthoxanthum), suivies par les feuilles et les écorces, ainsi que les tissus
agés ou lésées [4]. lls sont présents sous forme libre ou hétérosides dans la plus part des
familles de dicotylédones. On trouve des coumarines simples chez les Oléacées, Loganiacées
et Solanacées [5], et des coumarines complexes, en particulier, chez les Apiacées, Astéracées,
Fabacées, Moracées, Rosacees, Rubiacées, Rutacées [6].La coumarine, I’ancétre de tous les
dérivés coumariniques, est également présente dans le miel, le thé vert, la cannelle,
principalement la cannelle de Chine ou Casse [7]. La distribution de quelques principales

coumarines dans le régne végétal est illustrée sur le tableau ci-apres.
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Coumarine Plante Localisation Référence

Umbélliferone Anethum graveolens  Fruits et racines
Angelica archangelica Fruits et racines Steck, W et al., 1969
Levisticum officinalis  Feuilles et racines

Ruta graveolens Racines Lievre, K. 2004

Scopoletine  Anethum graveolens  fruits, feuilles et racines

Osthole Angelica archangelica fruits et raciness
Psoralene Angelica archangelica Racines Lievre, K. 2004
Bergaptene  Anethum graveolens  Fruits Kostova, I., 2005
Xanthotoxine Anethum graveolens Fruits Kostova, 1., 2005
Xanthyletine Ruta graveolens Racines Lievre, K. 2004

Tableau I : Distribution de quelques principales coumarines dans le regne végétal
I.2. Structure chimique et nomenclature :
% Structure chimique :

La coumarine est un composé chimique hétérocyclique, produit par la combinaison d’un

noyau benzéne avec un pyrane, présentant une fonction cétone en position o par rapport a

I’oxygene.
4 5 4 5 4
573 6 X\ 3 cétone en postion 2 6 AN
+ 6 2 2
7 2 7 Lo
? ? g 9
benzéne 2H-pyrane 2H-benzo[b]pyrane 2H-benzo[b]pyran-2-one

Figure 2 : Combinaison d’un benzéne avec un pyrane en une coumarine
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R/

«» Formule brute : CgHgO?2

)

+ Noms chimiques:

= Nom IUPAC : 2H-chromen-2-one ou 2H-1-benzopyran-2-one
= Autres: 1,2-benzopyrone (a-benzopyrone) [8].

L’TUPAC considére la coumarine comme, étant, un dérivé de 2H-chromene (ou chrom-3-

éne), un des deux isomeres structuraux du produit d’insaturation de la chromane. (Cf. fig. 3)

5 4 5 4
10 10
- .. 3
6 \ fonction e¢tore en position \
EEEE—
2 ; {
a-k 9 9
Giiot 0 H ? 0]

4 0 8
5 10 o a\.\o(\ N % 1 8
6 3 e 2H-1-benzopyrane coumarine

ou 2H-chroméne ou 2H-1-benzopyran-2-one

7 9 ; ou chrom-3-éne
0 "Sat,,...
5 C I///&f/oﬂe H 0
N 005 5 4 5 4 |
chromane iy ) 6
K 6

10 . "
3 fonetion ¢tone en postion 4 10 3
_—
7 2 2
7 9
9 0 0
4H-1-benzopyrane 4H-1-benzopyran-4-one

ou 4H-chroméne chromone

ou chrom-2-éne

Figure 3 : Parenté chimique de la coumarine et de son isomere structural.

1.3. Classification :

La classification la mieux étudiée, et détaillée ci-apres, est celle des coumarines
naturelles, ¢’est une classification sur des bases structurales. Elle constituera un support pour

celle des dérivés synthétiques a activité thérapeutique.

La coumarine est le point de départ d’une famille de composés, qui se forment par
substitution de son cycle aromatique [9]. De ce fait, d’aprés la nature des substituants. On

peut classer les coumarines en : coumarines simples, furocoumarines et pyranocoumarines.
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I.3.a. Coumarines simples :

Ces composes sont trés répandus dans le regne vegétal, plus de 700 structures sont déja
décrites [10]. La majorité d’entre eux, sont substituées en C7 par un hydroxyle: c’est la 7-
hydroxycoumarine connue sous le nom d’ombélliférone qui constitue un précurseur des

coumarines 6,7-di-et 6, 7,8-trihydroxylées.

La structure générale des coumarines est reportée dans la figure ci-apres.

Figure 4 : Structure génerale des coumarines

La structure de certaines coumarines simples est illustrée dans le tableau II.

Composé R6 R7 R8
Ombéliferone H OH H

Daphnetine H H OH

Esculitétine OH H OH
Esculétol OH OH H

Tableau I1: Structure chimique des coumarines simples hydroxylés en C6, C7 ou C8
Les divers groupes hydroxylés en C6, C7et C8 peuvent ensuite :

< Etre méthylés :(cf. Figure 4)

R6 R7 R8
Scopolétine O-CHjs H OH
Fraxétine O-CH; OH OH

Tableau I11: Coumarines simples avec hydroxyle méthylé
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< Etre glycosylés :
Le tableau suivant expose les principales coumarines engagées dans une liaison hétérosidique.
(cf. Figure 4)

Synonyme R6 R7 R8
Skimmine 7-O-glucosylombéliférone H OGluc H
Esculoside 6-O-glucosylesculétol OGluc OH H
Cichoriine 7-O-glucosylesculétol OH OGluc H
Scopoline 7-O-glucosyl-6-méthoxycoumarine  OCH3;  OGluc H

Tableau 1V: Coumarines simples a structure hétérosidique.
s Etre prénylées:

Se sont surtout les éthers de coumarines sesquiterpénes, des farnésyle coumarines
cycliques. Ces molécules peuvent aussi étre associées avec des chaines isopréniques en C5,
C10 (mono terpénes) ou plus rarement C15 (sesquiterpénes). Un élément structural commun a
beaucoup de coumarines est la prénylation : O-prénylation, ou prénylation en C6 ou en C-8 de

I’ombellifére ou de I’herniaire.

Le tableau suivant détaille la structure de deux coumarines prénylées a intérét

thérapeutique, établie sur la base de la figure 4.

Composé Synonyme R6 R7 R8 Intérét
thérapeutique

Auraptene 7-géranyloxy coumarine H  O-géranyl H antimicrobien
Antispasmodique
Osthol 7-méthoxy-8-(3-méthyl- H  OCHs Amylényl  Anti tumoral

2-butényl) coumarine Antioxydant

Tableau V : Structure des coumarines simples prénylées et leur intérét thérapeutique
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1.3.b. Furocoumarines:

Les furocoumarines sont des molécules tricycliques, produites par la combinaison de
deux hétérocycles (coumarine et furane). Ils constituent une classe abondante ou chaque
membre se distingue par la présence de divers groupements (hydroxy, alkoxy, géranyloxy...)

sur les carbones 2, 5,6 et 8 [11].

On distingue deux types de furocoumarines en fonction de la position du noyau furane

sur I’hétérocycle coumarinique (cf. tableau VI):

% La série linéaire : constitue un groupe tres important des psoralenes, molécules
hautement photo sensibilisantes. Le noyau furane est en position 6-7. Les deux
substituants R1et R2 sont en position 5 et 8 ou encore en 2’et 3°. Les plus connues
sont des dérivées méthoxylées du psoralene tels que : le 5-méthoxypsoraléne (ou
bergapténe), le 8- méthoxypsoraléne (ou xanthotoxine), etc.

% La série angulaire : Les molécules appartenant a ce groupe sont, en géneral, trés
peu photo sensibilisantes. Le noyau furane est en position 7-8 et les deux

substituants sont en position 5 et 6 ou encore en 2’et 3°.

Linéaires Angulaires
Rg 4
% N
o o~ OH
Rg
Composé R5 R8 Composé R5 R6
Psoralene H H Angélicine H H
Bergaptene OCH; H Pimpinelline OCH; OCHj;
Isopimpenelline OCH; OCH;3; Sphondine H OCHgs
Xanthotoxine H OCH;

Tableau VI: Structure chimique des principales furocoumarines linéaires et

angulaires
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1.3.c Pyranocoumarines:
1.3.c.1 Pyranocoumarines simple :
IIs sont formés par la fusion d’un hétérocycle pyrane avec la coumarine :

¢+ Série linéaire : xanthylétine.

¢+ Série angulaire : séseline, visnadine.

Xanthylétine

Figure 5: Structure chimique de xanthylétine : pyranocoumarine linéaire

Séseline 2'3'-Dihydrofutamansine anomaline

Figure 6: Structure chimique de quelques pyranocoumarines simples angulaires

I.4. Les différentes méthodes de synthéses des coumarines :
I1 existe plusieurs réactions qui permettent d’accéder a de nombreux composés a structure de

coumarine, nous pouvons citer :

++ La réaction de Pechmann,
«+ La réaction de Perkin,

¢+ la réaction de Wittig

+«+ Laréaction de Knoevenagel,

+«+ Laréaction de Reformatsky[12,13]
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La figure, ci-dessous, résume les principales voies de synthése des coumarines [12,13].

CHO o CHg
HO OH

OH

R;=COOH,R,=H Knoevenagel
(pipéridine)

|
chMOEt
+

Pechmann Perkin . CHO
@L (H,SO,) (Ac,0/NaOAc puis H") @(
—_—
= - R;,R,=H
R,;=H,,R,=CH 1,2
on M1=HuRe 3 on
Reformatsiy P\g/:t}g CH,COOEt
2
(Zn) puisH,O et H 3/Brets
_ R;,R,=H
R;,R,=H
CHO
CHO
+  BrCh,COOEt
OH
OH

Figure 7 : Différentes voies de syntheses des coumarines
I.4.a. Synthése des coumarines par la réaction de Pechmann :

Parmi les méthodes les plus simples et les plus utilisées pour la synthese des coumarines,
on trouve la réaction de von Pechmann[14].

Classiquement, le processus consiste a la condensation d’un phénol avec un p-céto-ester
en présence des divers réactifs et donne de bons rendements des coumarines substitués en
position 4[14].

Plusieurs catalyseurs acides ont été utilisés dans cette réaction incluant H,SO, HCIO4,
P,Os CF;COOH [14].

Dans d’autres méthodes, des chercheurs ont utilisé des liquides ioniques et irradiation par
micro-ondes , mais ces méthodes génerent également des sous-produits fortement acides et /
ou ils utilisent des agents trés colteux et non récurrents[14].

Récemment, un certain nombre de catalyseurs hétérogenes tels que Nafion-H , zéolite H-
BETA, Amberlyst 15 , argile montmorillonite , silice avec 1’acide sulfurique, alumine ,
I'irradiation par ultra-sons ont été employés dans la condensation Pechmann[14].

Au cours des dernieres années, la direction de la science et de la technologie s'est
déplacée vers des ressources écologiques, des produits naturels et des catalyseurs réutilisables.
Ainsi, les biopolymeéres naturels sont des candidats attirants dans la recherche de catalyseurs a

support solide. Les copolymeres, en particulier I'amidon et ses dérives, ont des caractéres
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uniques, qui en font des alternatives attrayantes, dans les supports organiques ou inorganiques

conventionnels pour les catalyseurs des applications [14].

| | | (H,S0O,) X

+
oH HsC OEt 0 X

Figure 8 :Condensation de Pechmann a partir du phénol
I.4.b. Synthese des coumarines par la réaction de Perkin :

W. H. Perkin a décrit une synthese de la coumarine en chauffant le sel de sodium du
salicylaldéhyde avec l'acide acétique.Une étude plus approfondie a conduit a une nouvelle
découverte pour la préparation de l'acide cinnamique et ses analogues au moyen d'une
synthese, d'application trés générale, qui est devenue connue sous le nom de la réaction de
Perkin. De nombreuses études sont effectuées sur cette réaction et sont décrites. Elle démarre
a partir d’un aldéhyde aromatique[12,13].

CHO

(Ac,O/NaOAc puisH') N

NN
O O
OH

Figure 9 : Schéma de synthese des coumarines par la réaction de Perkin
I.4.c. Synthese des coumarines par la réaction de Wittig :
La réaction de Wittig est considérée comme une addition nucléophile.

Dans cette réaction, le réactif de wittig qui est ylure de phosphore (appelé aussi
phosphorane) qui agit par addition sur un composé carbonylé pour former des composés

éthyléniques [15].

Cette reaction fut développée par Bare et ces collaborateurs, en faisant réagir
I’aldéhyde salicylique avec 1’éthoxycarbonyl méthylene triphénylphosphorane dans le but
de synthétiser les coumarines [15].
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CHO pphyBICcH,COOE

Y

OH R;,R,=H
Figure 10: Schéma de synthese des coumarines par la réaction de Wittig

I.4.d. Synthese des coumarines par la réaction de Knoevenagel :

La réaction (ou condensation) de Knoevenagel est parmi les méthodes les plus utilisées
pour la synthese des doubles liaisons C=C. Ce type de réaction se produit entre un aldéhyde et
un composeé a méthyléene actif, par exemple: 1’acide malonique ou un ester de I’acide
malonique, necéssitant la présence d’une base faible comme catalyseur. Elle donne des

composés a, B insaturés par déshydratation intramoléculaire [12,13].

CHO
|C|’ CHs R,=COOH,R,=H
' /\)\ i
(pipéridine)
oH HO OH

Figure 11: Schéma de synthese des coumarines par la réaction de Knoevenagel

I.4.e. Synthese des coumarines par la réaction de Reformatsky

C’est une réaction qui se déroule entre un composé carbonylé tel qu'un aldéhyde, une
cétone ou un ester et un alpha-halogénoide, en présence de zinc Il représente une extension
des réactions des composes carbonylés avec un zinc dialkyle ou un halogénure de zinc
allylique. Le processus crée une nouvelle liaison carbone-carbone et implique ce qui suit:

A partir d'un halogénure

¢+ Ajout au groupe carbonyle de l'aldéhyde ou de la cétone.

% Trans-estérification suivie d’une deshydratation par des acides dilués [12,13].

CHO
(Zn) puis H,0 et H

+  Brch,COOEt

R;{,Ry=H
OH

Figure 12: Schéma de synthése des coumarines par la réaction de Reformatsky
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1.5. Activités thérapeutiques des coumarines:

Les coumarines ont de nombreuses propriétés biochimiques et pharmacologiques.
L’activité de ces molécules dépend de la structure et de la nature des substituants [16,17]. La
majorité des coumarines et leurs dérivées ont été soumises a de profondes investigations afin
d’évaluer leurs effets sur la santé humaine. Les recherches ont montré qu’elles peuvent étre des
agents anti HIV, anti tumoraux [18] anticancéreux, antimicrobiens [19,20] anti inflammatoires

[21,22] antifongiques [23] anti oxydants[24]et méme vasodilatateurs[25].

Ces composés peuvent aussi manifester des effets estrogéniques[26] antinéoplasiques[27]

Elles inhibent I’agrégation plaquettaire[28] ainsi que ’activité d’acétylcholinestérase[29,36].

Deux chercheurs Kaneko [30,31] et Zhang [32] ont €lucidé en particulier I’influence de la
structure des coumarines sur leur activité anti radicalaire. Ces deux chercheurs ont mis en
évidence que la structure caractéristique des coumarines [1,2-pyrone] affecte peu I’activité
antioxydante de ces molécules, et ils ont remarqué aussi que, la présence d’une fonction
catéchol a un rdle trés important pour les propriétés anti radicalaires. D’une maniére générale,
les coumarines sont considérées comme des phyto alexines produites en réponse a des attaques

pathogénes ou a des stress antibiotiques [33].

Les furocoumarines retrouvées dans le cadre des nouveaux développements des divers
domaines thérapeutiques, ont été utilisées pour le traitement symptomatique de multiples
scléroses [34], la photo chimiothérapie des lymphomes a cellules T [35] et la chimiothérapie de

tumeurs résistantes a la poly chimiothérapie [36].

D’autres ¢études ont d’ailleurs confirmé 1’activité insecticide et larvicide des
furocoumarines [37,38]. Ces derniers possedent des propriétés photo toxiques, utilisées pour la
protection des plantes contre les herbivores, les insectes et les microorganismes pathogenes
[39].

Parmi leurs nombreuses activités on peut citer :

I.5.a. Activité antispasmodique :
Certaines substances végétales douées de propriétés hypotensive et antispasmodique sont
capables d'inhiber la contraction spasmodique du muscle lisse gastro-entérique et urogénital
associee a des crampes ou des coligues, elles sont extraits a partir ces coumarines Viburnum

prunifolium(Scopolétine) et Angelica (huile essentielle extraite des racines).
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Figure 13: structure chimique du khella (Ammi visnaga. L)

Cette coumarine est connue par leur propriété anti angineuse, et concentrent leur action

spasmolytique au niveau du muscle lisse des vaisseaux coronaires.

1.5.b. Activité anti-tumorale :

Les coumarines ont un potentiel cytotoxique (propriété chélatante, anticoagulante et
antioxydante) pouvant s’avérer intéressant dans le cas d’un traitement anti tumoral [40] Elles
ont été classees parmi les molécules potentiellement cytotoxiques [40]. Cette cytotoxicité est

dépendante de la cellule ciblée.

Des études faites au niveau de DI’institut de Fels pour la recherche sur le cancer. Des
chercheurs ont synthétisé des composés coumariniques dérivés de la 3-(N-aryl) carboxamide
coumarine (cf figure 14) et évalué leurs activités cytotoxiques sur des cellules tumorales. Ils
ont trouve que ces composés empéchent d’une maniére sélective la croissance des cellules

cancéreuses [41].

X NH
S
X ®) (@)

X: H, OEt, Br, CI
Y:Br,1,NO,, NH,

Figure 14 : Structure chimique des dérivés de 3-(N-aryl) carboxamide coumarine.

En effet, une premiére étude a montré que 1’Auraptene, une coumarine géranylée,
intervenait dans la prévention de la tumorigénése de la peau chez la souris et cela de fagon
plus efficace que 1'umbelliférone qui ne possede pas de groupement géranyl. L’activité
anticancéreuse a aussi été veérifiée par des chimistes, qui ont pu exalter le pouvoir anti-

tumoral de la Geiparvarin[42].
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1.5.c. Activité anti-inflammatoire et analgésique :

Des recherches faites par Han et ces collaborateurs ont montré que certains analogues

des coumarines telles que le Cloricromene [43] possédent une activité anti-inflammatoire et

|/CH3
N____-CHg
RS
o\[/\o o o
o c
l/

analgésique.

CHg
Figure 15: Structure chimique du cloricromene

Une autre étude a montré que la duplication de la coumarine (état dimérique) en
bicoumarine (cf. figure 16) [44] donne a cette derniere une activité anti-inflammatoire et

analgésique.

Figure 16: Structure chimique d’une bicoumarine (état dimérique)

1.5.d. Activité photosensibilisante :

La photosensibilisation est une réaction anormale de la peau au soleil, d’origine

médicamenteuse.

Deux types de coumarines extraits du bergamote : bergapténe et psoralene (cf. Figure 17),
et les 6,7-furane-coumarines comme xantossina, ont une action photo-sensibilisante marquée
(en renforcant I'action cutanée des rayons ultraviolets, en particulier ceux responsables du
bronzage). Elles sont utilisées dans une thérapie dite photo dynamique, utilisée pour stimuler
la pigmentation de la peau dans le vitiligo et dans une moindre mesure, le psoriasis et la

pelade. Cette pratique consiste en l'administration orale ou [l'application topique de
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préparations de la coumarine photo sensibilisante, suivie par une exposition a un rayonnement
UVA (320-400 nm) [45].

OCHg4
(/m (/m
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O o) §O O (@] O
psoraléne bergapténe

Figure 17: Structure chimique des coumarines a activité photo sensibilisante
I.5.e. Activité anticoagulante :

De fagon générale, les médicaments coumariniques sont utilisés dans le but de prévenir la
formation de caillots sanguins ou d’empécher leur développement. On prend comme exemple
la warfarine (cf. Figure 18), appelée aussi coumaphéne qui est synthétisée par deux
chercheurs : S. Vilar et celle de Ansell [46,47]. C’est la molécule la plus utilisée en tant

qu’anticoagulant oral (Cravottoet al. 2001).

Figure 18: Structure chimique de la Warfarine
1.5.f. Activité vasodilatatrice :

Le Carbochromeéne [47] et coumarine-7-yl a-méthyléne —y-butyrolactone [48] ont tout deux
fait I’objet d’une étude réalisée par Ansell et Chen qui révélé leur fort potentiel
vasodilatateur.
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Figure 19 : Structure chimique d’une coumarine a activité vasodilatatrice
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1.5.9. Activité Antibiotique :

Le Novobiocine, le Clorobiocine et le Novenamine (cf. Figure 20) [49-53] sont des
antibiotiques a base de coumarine. Ils présentent un large spectre d’activité contre les
bactéries Gram positif, surtout la méthiciline qui resiste aux souches de type

staphylocoque.

ch\oHB? OH
(0] NH,
(@] X
H,C” Q
>~ o) O \O
o HaC
)\ "o i
~
o)

H5;C
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Figure 20: Structure chimique de quelques coumarines a activité antibiotique
1.5.h. Activité Antivirale :

Des chercheurs espagnols ont évalué ’activité anti-VIH de 11 composes dérivés de la 4-
phénylcoumarine qu’ils ont isolé de I’espece Marila pluricostata. Les résultats obtenus
prouvent que 1’effet antiviral des dérivés de la 4-phénylcoumarine peut étre lié a I’inhibition
de NF-xB d’une protéine régulatrice (Tat), et suggerent que ces composés peuvent étre utiles

dans le traitement de I’infection par le VIH [54].
1.5.i. Autres activites :

Les coumarines possedent une action anti cedématique qui résulte de l'augmentation du
drainage lymphatique et de la stimulation de l'activité protéolytique des macrophages. Mais la
multiplication des cas d’hépatite chez les patientes traitées a fortes doses avec cette molécule
a conduit au retrait du marché de la  spécialité  correspondante.
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La coumarine reste utilisée en phytothérapie, mais a des doses beaucoup plus faible,

comme dans les spécialités contenant du mélilot.

1.6. Relation structure activité

I.6.a. C’est quoi la SAR

La relation structure-activité (SAR) est une approche congue pour étudier les interactions

entre la structure chimique d'un ligand (ou le composé étudié) et 1’objectif biologique. Un

plus haut niveau d'information concernant le niveau moléculaire d'un médicament et son

mécanisme d'activité biologique conduit a une meilleure compréhension afin de développer le

médicament avec une efficacité optimale.

De méme, pour toutes les molécules On admet également que des molécules similaires

ont des activités similaires. Cette hypothése est bien considérée comme le principe directeur

du pharmacophore dans le concept de la SAR.

Ces propriétés liens-structurels d'un médicament peuvent étre résolues soit par méthode

informatique (in silico) ou par méthode expérimentale in vivo et in vitro.

K/
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1.6.b. Pourquoi SAR
La SAR est utilisée pour déterminer les parties de la structure d’un composé qui sont
responsables de son activité biologique bénéfique, c'est-a-dire son pharmacophore, et
de ses effets indésirables. Par conséquent, la SAR est nécessaire pour déterminer le
comportement physico-chimique et lI'activité biologique de maniére cohérente.
La SAR permet aux chercheurs d'identifier les changements des propriétés
pharmacologiques en effectuant des changements mineurs dans la molécule de
médicament.
La SAR permet aux chercheurs de comprendre et d'expliquer les mécanismes
d'activité dans un ensemble de ligands.
La SAR permet aux chercheurs d'économiser sur les codts de développement de
produits. L'estimation peut bien diminuer la nécessité d'un animal colteux et prolonger
des tests. Diminuer I'utilisation des animaux réduit leur douleur et leur malaise aussi.

1.6.c. SAR des coumarines dans les maladies biologiques :

Les coumarines présentent une gamme remarquable de produits a activités biochimiques et

pharmacologiques. Certaines parties de ce groupe de composés peuvent affecter de maniére

significative la fonction de divers systemes cellulaires des mammiferes.
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Chimiquement, la coumarine est un composé aromatique ayant une structure bi cyclique

dont le 2eme cycle est une lactone constituée d’un hétérocycle 1ié¢ a un groupement carbonyle.

N

NS
O O

Figure 21 : Structure chimique du noyau coumarine

En général, la substitution des carbones par un atome électronégatif est efficace pour la
formation de liaison hydrogéne et donc pour ’hydrosolubilité, par contre, la présence d’un
cycle aromatique et d’éventuels hétérocycles comme substituants est responsable de
I'nydrophobicité. Ces propriétés sont a l'origine d'une meilleure interaction de la molécule
avec un site récepteur.

L’activité biologique des coumarines est plus significative par la substitution des divers
carbones du systeme bi-cyclique. Les propriétés pharmacologiques et biochimiques et les
applications thérapeutiques des coumarines simples dependent du motif de substitution. Par
conséquent, il est nécessaire de mener une attention particuliére a 1’étude de la SAR des
coumarines. L’activité biologique peut étre une activité anticancéreuse [55,56], Anti-VIH
[56,57]anticoagulante [58], antimicrobienne[59,60], anti-oxydante[61], hépato protecteurs[62]
antituberculeuses, antivirales, anti-carcinogenes et activités anti-inflammatoires [63].

Les proprietes pharmacologiques et biochimiques et les applications thérapeutiques des
coumarines simples dépendent du motif de substitution dans la fraction coumarine basique.
Par conséquent, il est nécessaire de mener une attention particuliere a 1’étude de la SAR des
coumarines.

Le tableau ci-apres résume les activités thérapeutiques variées que peut présenter le noyau

coumarine apres sa substitution par divers groupements chimiques et en diverses positions.
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Anti-

Anti-oxydante
inflammatoire

Antibiotique
Neuroprottective

Anti- tumorale
Anti- coagulante
Anti-dépresseure

Carbonyl,

alkoxyimino

Benzyl avec
différentes - - + - + - -

substituants

SCH, lié

Hydroxy

Sulfonamide + - - - - - -

Benzyl alkyl amino - - - - - - +

Nitrogene basique
substitué

Hétérocycle - - - - + - -

Guanidine - + - - - - -
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Courte chaine
aliphatique

Dérives sulfurique - - + - - - -

Méthyl - - - + - + +

Chlore - - - - - - -

Triazole + - - - - - -

Ester - - - - - + -

Substituant Cyclique

Pyrimidine - - - - + - -

Amine - - + - - - R

9]
a1

hydroxyl + - - - - - -

Ether - - + - - - -

Nitro - - + - - - -

Q
o

Méthoxy + - - - - - -

Halogéne - - - - + - -

Alkenyl, alkynyl - - + - - - -

C7 Complexe alkoxyl - - + - - - -

Biphényl - - + - - -
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Hydroxyl
Acétyl
Nitro
Thiosemicarbazide et
thiazolidinone
Méthoxy[64]
Diéthylamino[64]
Chlore
Alkoxy
Amide
Sulfonate
Dérivés sucrés
Amine
Benzyloxy
NHCH, Lié
NHSO; lié
0-SO, Lié
Thio lié

Diméthyl avec un
méthyl en C7
Ethyl

Substituants

C8

alkoxylés
Méthyl

- - + -
- - o -
- - + -
- - o -
- - + -
- + - -
- + - -

Tableau VII : Relation structure activité des coumarines

1.7. Propriétés physiques :

I.7.a._Caractéres organoleptiques :

+« les coumarines se présentent sous formes de cristaux orthorhombiques de

couleur jaunatre.

¢+ saveur généralement amere.

+«+ ces molécules dégagent une odeur agréable, rappelant la vanilline et 1’odeur de

foin fraichement coupé, on I’utilise comme parfum et aromate [65]
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1.7.b. Propriétés physiques:
¢ Solubilité :

La coumarine est largement soluble dans 1’éthanol, le chloroforme et les huiles, alors
qu’elle est soluble en petite quantité dans I’eau bouillante et 1égérement soluble dans 1’eau a

20°C [66].

Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et les solvants organiques, tels que
I’éther ou les solvants chlorés, avec lesquels, on peut les extraire [66] Les formes

hétérosidiques sont plus ou moins solubles dans 1’eau, et dans 1’alcool [67].
Certaines coumarines sont sublimables et entrainables a la vapeur d’eau.
+« Point de fusion / point d’ébullition :

Les coumarines sont caractérisées par un point de fusion élévé, vu leur structure importante.
Le point de fusion de la coumarine se situe vers 68-70°C et son point d’ébullition est de
303°C [66].

% Stabilité thermique :

Les furocoumarines sont des molécules relativement stables a trés haute température.
Cette stabilité diminue lorsqu’elles sont exposées a un rayonnement UV. Les différentes
propriétés physico-chimiques sont dues aux différents substituants portés par le noyau
coumarine des furocoumarines qui donnent la possibilité de les séparer et de les caractériser
par différentes techniques d’analyses (CCM, CG, CLHP).

1.8. Analyse structurale des coumarines:

1.8.a Fluorescence sous la lumiere UV :

Les coumarines sont caractérisées par une fluorescence & 1’UV a 366 nm [68].Cette

fluorescence est en général :

¢+ Bleue pour les coumarines hydroxylées en 7 (Umbélliférone).
+¢+ Pourpre pour les coumarines prénylées.

«¢+ Jaune pour les furocoumarines [69]
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Cette fluorescence est intensifiée sur le chromatogramme, observée sous la lumiére UV

= par les vapeurs de NHj,
= par pulvérisation du chromatogramme
= par le réactif de Borntrager

= J’acétate de plomb.

La présence des cycles aromatiques chez les furocoumarines confére une forte absorbance

pour des longueurs d’ondes comprises entre 270 et 300 nm.
1.8.b. Spectroscopie infrarouge IR :

Cette technique fournit des informations sur les groupements fonctionnels d’une

molécule.

Pour les coumarines :

o,

¢+ L’absorption C=0 de la lactone conjuguée apparait pratiquement dans la région
[1600-1780] cm -1 [70]
¢ L’absorption OH du phénol est observée a 3550 cm -1.

1.8.c. Spectroscopie ultraviolette UV :

Les coumarines ont un spectre UV caractéristique, fortement influencé par la nature et la
position des substituants, profondément modifie en milieu alcalin : KOH, NaOH, NaOCH3 et

en présence d’AlCls.

AICI; forme un complexe avec les hydroxyles portés par des carbones adjacents, ce qui

induit un déplacement bathmochrome [71].

Pour la coumarine, les absorptions maximales sont présentées dans deux bandes en 276
nm et 311 nm. La présence des substituants alkylés induit par des modifications des valeurs
de la bande en 311nm vers 325 nm. Selon la position d’OH, le déplacement est plus au moins
fort.
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1.8.d. Spectroscopie de résonnance magnétique nucléaire RMN :

L'allure des spectres RMN *H des coumarines est caractéristique, les protons oléfiniques

H-3 et H-4 apparaissent respectivement sous forme de deux doublets a :
d (ppm) [6,10 — 6,40], [7,50 — 7,90] pour les coumarines simples et les furocoumarines.
1.8.e. La spectrométrie de masse des coumarines :

Les composés cycliques fortement insaturés tels que les « coumarines », et mémes les
ions qui ont formés par fragmentation o au niveau d'un groupement carbonyle, ont la propriété
de pouvoir perdre un groupement CO (28 uma). S'il y a plusieurs groupements CO dans une

molécule, ils peuvent étre éliminés les uns apres les autres [72].
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. SYNTHESE DES COUMARINES A ACTIVITE THERAPEUTIQUE :

I1.1. 7-hydroxy-4-méthylcoumarine (hymécromone)

I1.1.a. Généralité :

C’est un composé hétérocyclique dérivé coumarine type ombelliférone.

N°CAS : 90-33-5

Formule brute : C1oHgO3

Mr : 176.17 g/mol

Structure chimique
CH,4
X

N
HO o~ o

hymécromone
ou

7-hydroxy-4-méthylcoumarin

Figure 22: Structure chimique de ’hymécromone

Noms chimiques : 7-hydroxy-4-méthylcoumarine

4-méthylombéliferone
DCI : hymécromone
ND : CANTABILINE®: hépatotrope (augmente la production de bile et lutte
contre les spasmes des voies biliaires).
Inscrite dans plusieurs pharmacopees, telles que la pharmacopée Européene
Zéme [eme

édition, la pharmacopée japonaise XVI™"" édition.

I1.1.b. Principe de synthese

L’un des parcours synthétiques possibles pour avoir des coumarines est la réaction de

condensation de Han Von Pechmann [73]. Dans cette réaction, les phénols activés et 1’acéto-
acétate d’éthyle donnent des coumarines et des sous-produits : 1’éthanol et de 1’eau. Ce
processus est la voie de synthese la plus largement utilisée pour les coumarines parce que les

réactifs utilisés sont disponibles [74-76].
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Dans la production conventionnelle des coumarines par Pechmann, l'acide sulfurique
concentré est utilise comme catalyseur. Ce Processus nécessite une longue période durant la

réaction, et introduit des problémes de corrosion [14].

Autre chercheurs ont utilisés autre catalyseurs comme SiO,-SO4H, CH3-SO3H, APTS,
ALCI; et Amberlyst-15[14].

I1.1.c. Bilan réactionnel :
La synthése de Pechmann résulte de I’interaction entre un phénol (résorcinol) et un o-3
céto-ester (acétoacetate d’éthyle), cette réaction nécessite un catalyseur, dans ce cas on utilise

I’acide sulfurique, le bilan réactionnel est le suivant :

CH4
a H,SO
29V
O e -
HO t° 10°C;tps= 30min <
OH o o p HO o o
resorcinol acéto-acétate d'éthyle hymecromone (DCI)

Figure 23 : bilan de la réaction de Pechmann
11.1.d. Mécanisme de la réaction :

Le mécanisme de la réaction de Pechmann démarre par une trans estérification en milieu
acide, suivie d’une tautomérisation céto-énolique. Le noyau coumarine est ensuite forme par
une addition de Michael suivie d’une réaromatisation par déprotonation. Enfin, une

déshydratation par catalyse acide conduit a la formation de I’hymécromone.

Le mécanisme de synthése de Pechmann est illustré dans la figure 24.
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Figure 24 : Mécanisme de la réaction de Pechmann
I1.1.e. Applications pratiques de synthese :

Une étude publiée par Ashutoch Kar et ses collaborateurs en 2004 montré que ces
chercheurs ont utilisé pour la synthése de I’hymécromone, I’H,SO4, comme catalyseur a une
température inférieur a 10 °C et sous agitation pendant 30 a 40 min. lls ont utilisé une double

purification :

R

% La premiére purification par une solution alcalino acide (NaOH/HCI)

R

% La deuxiéme purification par un solvant organique (méthanol)
IIs ont obtenu un rendement de 65.89%.

Fadia Al Haj Hussien, Mohammad Keshe et ses collaborateurs (2016) [12], ont utilisés
Amberlyst-15 comme catalyseur, avec un chauffage a reflux pendant 100 min et a
température réglée a 110°C. lls ont abouti a un rendement de 95% [77]. Puis ils ont utilisé
I’APTS comme catalyseur avec une durée de chauffage de 10 min et a température égale a
60°C.et ont abouti un rendement de 50% [77].
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I1.1.f. Profil pharmacologique
11.1.f.1. Indication :
Traitement symptomatique de douleurs liées aux troubles dyspeptiques.
11.1.f.2. Contre-indication :
Sensibilité a I’hymécromone.
11.1.f.3. Mises en garde et précautions d’emploi :

Ne pas utiliser en cas d’obstruction des vois biliaires et d’insuffisance hépatocellulaire

grave.
11.1.f.4. Interaction

Les données disponibles a ce jour ne laissent pas supposer l'existence d'interactions

cliniquement significatives. .
11.1.f.5. Grossesse et allaitement :

Les données expérimentales chez ’animal n’ont pas montré d’effet tératogene. En
I’absence de donnés dans I’espéce humaine, il est préférable de ne pas le prescrire chez la

femme enceinte.
11.1.f.6. Effetsindésirables :
Quelques cas de diarrhées et, exceptionnellement, réactions cutanées d’origine allergique.
11.1.f.7. Pharmacodynamique :
Médicament a visée hépatobiliaire (hépatotrope).
L’hymécromone exerce, sur les voies biliaires extra hépatiques, un effet spasmolytique.

Le mécanisme de cette action est de type musculotrope, sans effets atropiniques.

11.1.f.8. Pharmacocinétique :

La concentration sanguine maximale est atteinte entre 2 et 3 heures apres une prise orale.
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La demi-vie plasmatique est d’environ 1 heure.
L’excrétion se fait par voie urinaire sous forme de dérivés glycuro et sulfoconjugués.
11.1.9. Recherche et développement :

Des recherches ont été réalisées sur l’influence de la 4-méthylombélliférone sur

I’acide hyaluronique.

L’utilisation expérimentale de 4-méthylombélliférone a montré que ce composé inhibait
la production de 1’acide hyaluronique dans de multiples lignées cellulaires et des types de
tissus in vitro et in vivo [78,79]

Ces études montrent que la 4-méthylombélliférone inhibe la production de

I’acide hyaluronique de deux manieres au moins. Tout d'abord, elle est censée fonctionner
comme un substrat compétitif pour UDP-glucuronosyltransférase (UGT), une enzyme
impliguée dans la synthese HA [80].
L’acide hyaluronique est produit par HAS1, HAS2 et HAS3 a partir des précurseurs UDP-
glucuronic acid (UDP-GIcUA) et UDP-N-acétyl-glucosamine (UDP-GIcNAc). Ceux-ci sont
générés par le transfert d'un résidu UDP a la N-acétylglucosamine et a l'acide glucuronique
via I'UGT. La disponibilit¢ d’UDP-GICUA et UDP-GIcNAc contrdle ainsi la synthese de
I’acide hyaluronique [81].

Cependant, lorsque 4-méthylombélliférone est present, il se lie de maniere covalente par
son groupe hydroxyle a la position 4 de I'acide glucuronique via I'UGT. En conséquence, la
concentration de UDP-GIcUA diminue dans la synthese du cytosol et de I’acide hyaluronique
est réduite. La 4-méthylombélliférone réduit ainsi le contenu UDP-GICUA a l'intérieur des

cellules et inhibe la synthése de I’acide hyaluronique.

11.1.h. Hymécromone, relation structure activité :
Des études récentes sur 1’activité du 7-hydroxy-4-méthylcoumarine ont démontré que la
substitution d’un groupement hydroxyl en C7 donne a la molécule un caractére cytotoxique

considérable contre les cellules sélectionnées [82,83].

Les isoformes IX et XII de I’enzyme hCA (anhydrase carbonique humain) liés a la
tumeur ont été modérément inhibés par 1I’hymécromone avec une valeur de K (Kj:
Concentration inhibitrice a laquelle 50% d'inhibition est observé) entre 754-8100 nm. Or il

inhibe faiblement I’isoforme I de I’enzyme hCA cytosolique [84].
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11.2. 8-nitro-7-hydroxy-4-methylcoumarine
I1.2.a. Géneralités :

C’est un hétérocycle dérivé de coumarine obtenu par la nitration de 7-hydroxy-4-

méthylcoumarine.

«» Formule brute: C1oH;NOs
s Mr: 221.17 g/mol

¢+ Structure chimique :

CH,
\
N
HO o} o)
N+
NN
o~ SO

Figure 25: Structure chimique du 8-nitro-7-hydroxy-4-méthylcoumarine
11.2.b. Principe de synthese :

Il s’agit d’une nitration ionique, utilisée le plus souvent avec les composés aromatiques.
Des mélanges d’acides contenant de I’acide nitrique et un acide fort, tel I’acide sulfurique ,
I’acide perchloriqgue ou des résines échangeuse d’ions porteuses de groupes acide
sulfonique, sont utilisés comme agents de nitration. Ils catalysent la formation d’ion nitronium
NO," [85]

11.2.c. Bilan réactionnel :

CHg GHs ?+ CH4
N__6
! o B Sl
+ HNO: s —1  —> X~ T+
HO o No t° 5°C,Tps = 1h HO 3 ol o HO o Xo
+ 1
oS0

hymecromone (DCH) acide nitique 8-nitro-7-hydroxy-4-méthyl  6-nitro-7-hydroxy-4-méthyl

coumarine coumarine

Figure 26 : Bilan réactionnel de synthese du 8-nitro-7-hydroxy-4-meéthylcoumarine
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11.2.d. Mécanisme de la réaction :
Il s’agit d’une SEar de I’hymécromone par 1’ion nitronium, formé in situ a partir du

mélange sulfonitrique.

La nitration de I’hymécromone est une réaction régiosélective (Lorsque 1’action d’un
réactif peut a priori s’orienter sur plusieurs sites distincts d’une molécule, en fournissant
plusieurs isomeéres structuraux différents, la réaction est dite régiosélective) [85] , elle conduit
a 2 isoméres structuraux dont ['un est majoritaire: le 8-nitro-7-hydroxy-4-

méthylhymécromone, il constituera une matiére premiére pour la prochaine étape.
Formation de I’électrophile : nitronium NO,"

C’est une déprotonation d’un acide tres fort : ’acide sulfurique (catalyseur) suivie d’une

déshydratation.

H
OH | OH H H
, B y/’\,o ‘ | \o+ _HZO )
0=S—O0—H + |+ —> 0=5—10 ——> 0=N=0 <> Ox-°
i T N=o | (=0 "
0] ;
0 °

+ Substitution de I’hymécromone par le nitronium et formation du dérivé 8-nitré :

C’est un mécanisme d’addition suivie d’une élimination pour régénérer le catalyseur.

CHy
_ o CHs
+o-S—on—> [

P ~ —S— + H,50,
e O—H 3 0" o 0—H

.

N_ H

gi N 07X

Figure 27 : Mécanisme réactionnel de synthése du 8-nitro-7-hydroxy-4-

méthylcoumarine
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11.2.e. Applications pratiques de synthése :
Les travaux de Swayam Sourav Sahoo et ses collaborateurs (2012), ont procédé a

I’utilisation de I’acide sulfurique comme catalyseur et laissant le mélange a une température

ambiante pendant une heure.[86]

lls ont utilisé 1’éthanol comme solvant de recristallisation et ont abouti & un rendement

est égale a 60% [86].

11.3. 8-amino-7-hydroxy-4-méthylcoumarine
11.3.a. Genéralites :

C’est un dérivé coumarinique aminé

«» Formule brute: C1oH9O3
< Mr: 191.186 g/mol

«¢+ Structure chimique :

~
HO o” o

N
H” H

Figure 28 : Structure chimique du 8-amino-7-hydroxy-4-méthylcoumarine

11.3.b. Principe de synthese :

La réduction des dérivés nitrés R-NO2 représente une méthode de synthese importante des
amines primaires R-NH2, particulierement en série aromatique. On peut utiliser plusieurs

méthodes : D’action d’un métal en milieu acide, celle d’un hydrure, 1’hydrogénation

catalytique, ou le transfert d’hydrogéne d’un composé donneur[85].
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I11.3.c. Bilan réactionnel :

CHg CHs
X Fe(poudre)/HCI N
_—
HO o X0 t°= 85°C,Tps = 6h HO o~ o
O;Nto H’N\H
8-nitro-7-hydroxy-4-méthylcoumarine 8-amino-7-hydroxy-4-méthylcoumarine

Figure 29 : Bilan réactionnel de synthese du 8-amino-7-hydroxy-4-

méthylcoumarine

11.3.d. Mécanisme de la réaction :

Lorsqu’un dérivé nitré est réduit par un métal (Zn, Sn, Fe) en présence d’un acide,
comme I’acide acétique avec Fe, le mécanisme admis se fait via un composé nitrose, RN=0,
et une hydroxylamine, R-NH-OH [85].

Il débute par I’apport d’un électron du métal a 1’azote du groupe nitro, puis un proton est
ensuite additionné. L’entité formée additionne un nouvel électron du métal, et 1’anion
résultant élimine un anion hydroxyle pour former le dérivé nitrosé [85].

De nouveau, un électron est cédé par le métal, ce qui conduit a un radical-anion.
L’addition d’un proton fournit un radical qui est transformé en un anion amidure par 1’apport
d’un nouvel électron. Sa protonation conduit a I’hydroxylamine[85].

Le passage de I’hydroxylamine a I’amine (ou plus exactement a un sel d’amine en raison de
la présence d’acide) n’est pas connu, toutefois un mécanisme de méme nature que celui du

retrait du groupe hydroxyle des alcools benzyliques est probable [85].

Fe +2HCI —>FeCl, +2H" +2¢”

FeCL, + 2HCI —» [FeCl] +2H" +1e

Les protons et électrons libérés réagissent sur le groupe nitro et le réduisent en groupe amino.
(cf. Figure 30)
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CH3 CHs CHgy
AN S AN
HO No
HO - o o - }* A
/NQ/\V /N\ - H
© & ° \/
o
CH, CHg
X
—_—— —_— —»
HO o o HO o

HO
N
o~ “oH ((/ \O/_: ONU

composeé nitroseé

HO o~ ~o
S
N
H
CHg, CHg
~X Ht e ~X
_— 7 e
~
HO o o HO 1 o o
N —N
H Do—n H™ | H
hydroxylamine sel d'amine

Figure 30: Mécanisme reactionnel de synthese du 8-amino-7-hydroxy-4-

méthylcoumarine

11.3.e. Applications pratiques de synthese :

Des travaux de Swayam Sourav Sahool, et ses collaborateurs en année 2012 ont montré que
ces chercheurs ont utilisés H2SO4 comme catalyseur dans un milieu a température basse
5°C et le méthanol comme solvant de recristallisation , tout en ringant et filtrant ,ils ont
abouti a un rendement de 60%.[92]

Les traveaux de B. Prasanna et ses collaborateurs (2013) ont utilisé le NH,Cl comme
catalyseur avec un chauffage a reflux pendant 3-4 heures. Apres la filtration, ils ont fait
I’extraction par le dichlorométhane (3x25mL). Ce dernier est évaporé pour obtenir le 8-
amino-7-hydroxy-4-méthylcoumarine. Ils ont utilisés comme solvant de recristallisation le

méthanol et aboutit a un rendement de 78% [87].
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I11. Propriétés thérapeutiques du 8-nitro- et 8-amino-7-hydroxy-4-
methylcoumarine

I11.1. Activité anti bactérienne :

Ces travaux sont effectués par Swayam Sourav Sahoo et ses collaborateurs (2012) selon la
technique suivante :

% Technique :

L'activité antibactérienne des nouvelles coumarines a été testée contre une bactérie
Gram positive qui est Staphylococcus aureus et une bactérie Gram négatif qui est Escherichia
coli en utilisant une méthode de galerie api [88-90].

Et pour comparer les résultats, les chercheurs ont utilisé I’amoxicilline comme référence.
Chacun de ces deux composés (8-nitro-7-hydroxy-4-méthylcoumarine et 8-amino-7-hydroxy-
4-méthylcoumarine) a été dissous dans une solution de DMSO [5 mL a une concentration de
1000pg/mL] [88-90].

Ils ont aussi préparé une solution d’amoxicilline a une concentration de 1000u/mL dans
I’eau distillée. Aprés I’incubation, le diamétre de la zone entourant chacun de ces composés
coumarines a été mesuré a 1’aide d’un lecteur de zone antibiotique[88-90].

«»» Reésultats et discussion :

Zone d’inhibition (en mm)

Composé Staphylococcus L _
Escherichia coli
aureus
8-nitro-7-hydroxy-4-
_ 17 £1.93 20+1.43
méthylcoumarine
8-amino-7-hydroxy-4-
) : 17+1.74 18+1.21
methylcoumarine
Amoxicilline 29+1.32 36+1.43

Tableau VIII: Evaluation de I’activité antibactérienne du 8-nitro-7-hydroxy-4-
méthylcoumarine et 8-amino-7-hydroxy-4-méthylcoumarine
Le tableau précédent montre que les deux composés (8-nitro-7-hydroxy-4-
méthylcoumarine et 8-amino-7-hydroxy-4-méthylcoumarine) présentent une activité
anti-bactérienne considérable pour les deux espéces (Staphylococcus aureus et Escherichia
coli) [92].
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111.2. Activité anti-inflammatoire
Ces travaux sont effectués par Swayam Sourav Sahoo et ses collaborateurs (2012) selon
I’expérience suivante :

% Technique :

Les deux composés ont été testés pour une activité anti-inflammatoire par un modele d'cedéme
de patte de rat albinos (divisés en 15 groupes de six animaux de chacun) induit par la
carraghénane [91].

L'inflammation a été induite par injection de 0,05 ml de suspension de carraghénane a 1%
par voie sous-cutanée dans la région sous plantaire de la patte arriere gauche et 0,05 ml de
solution saline injectée dans la région sous-plantaire de la patte arriére gauche pour tous les
groupes [91].

Une heure avant I’injection de carraghénane, les groupes 111 a XV traités avec un nouveau
dérivé de coumarine (8-nitro-7-hydroxy-4-méthylcoumarine ou 8-amino-7-hydroxy-4-
méthylcoumarine) administré 10 mg / kg, le DMSO était donné au groupe-1 utilisé comme
contréle traité par le carraghénane et un médicament standard [91].

L'ibuproféne (5 mg / kg) a été administré au groupe I1 [91].

Toutes les doses ont été administrées par voie orale. L'activité anti-inflammatoire a été
évaluée en mesurant le volume d’cedéme induit. L'augmentation en pourcentage du volume
d'eedéme de la patte [92,93] a été déterminée aux premiére, deuxiéme et troisieme heures
apres l'induction de I'inflammation [92,93]

+» Résultats et discussion :

Pourcentage(%) d’inhibition

Composé - ‘ -
Apres 1 heure  Apres 2 heures  Aprés 3 heures

8-nitro-7-hydroxy-4-
) 1.37+ 0.0987 4.65+1.263 8.75+1.381
méthylcoumarine

8-amino-7-hydroxy-4-
. 1.25+£0.165 6.3+1.793 27.88 £1.499
méthylcoumarine

Ibuprofene 20.8 +0.342 35.7+1.994 57.14 +1.769

Tableau IX : Evaluation de P’activité anti-inflammatoire du 8-nitro-7-hydroxy-4-
méthylcoumarine et 8-amino-7-hydroxy-4-méthylcoumarine
La comparaison entre les pourcentages d’inhibition apres trois heures entre les deux
molécules montre que le 8-amino-7-hydroxy-4-méthylcoumarine a une activité anti-
inflammatoire significative et qui est plus importante que celle du 8-nitro-7-hydroxy-4-
méthylcoumarine [92,93].
54






-

<

Materiel et
Méthodes

~

4




Matériel et Méthades

I. INTRODUCTION :

L’étude expérimentale porte sur:

1. la synthése_chimique d'un dérivé de coumarine simple, a structure d’ombélliférone :
(hymécromone (DCI) : P1), ensuite le nitrer (2 essais: P2a + P2b), enfin réduire le
groupement fonctionnel nitro en amino (2 essais : P3a + P3Db).

Au stade de la nitration, un isomére structural apparait en méme temps que le P2,
mais en faible quantité, il sera nommé P2".
Le schéma réactionnel suivant (figure 31) représente le cheminement, que nous allons suivre,

au cours de la partie pratique.

OH CHg
o
H3C o B CHg ~
+ ~ \”/\”/ H,SO,
HO o o HO o o
T°= 10°C,
résorcinol: R aceto-acetate Tps= 30min P1
d'éthyle
HNO,
T°=5°C, Tps= 1h

H,SO,

CHg CHs

~X

o Fe(poudre)/HCI
S SN
SN
HO o o
HOo © ©  To=g5°C, Tps= 6h .
NH, O,/N§o
P3 (a et b) P2@a et b)
+
ol’ CHg
N
HO o o
P2’

Figure 31 : Schéma réactionnel des syntheses réalisées

2. I’identification, caractérisation et estimation de la pureté des réactifs et produits, par

X/
°

Solubilité dans différents solvants ~

e

AS

Réaction chimique avec du FeClj

. . : —> R, P1, P2a, P2b, P2’, P3b
%+ Chromatographie sur couche mince

X/

S

Infrarouge

Mesure du point de fusion. | R, P1, P2a, P2b, P2’, P3b et P3a

L’hymécromone est inscrite a plusieurs pharmacopées, telles que, la pharmacopée

X/
°

européenne 7°™ Edition, la pharmacopée japonaise XVI°™ édition.
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Matériel et Méthades

Il. SYNTHESES CHIMIQUES :

I1.1. Synthese du 7-hydroxy-4-méthylcoumarine (P1) :

La 7-hydroxy-4-méthylcoumarine (hymecromone) est synthétisée par condensation de
pechmann & partir du résorcinol (R) et I’acéto-acétate d’éthyle comme matiéres premiéres, et

en présence de I’acide sulfurique comme catalyseur.

Le résorcinol (résorcine) se présente sous forme de cristaux blancs, or ceci ne correspond
pas a l’aspect du résorcinol présent au laboratoire. D’ou la nécessité d’opérer une

purification par une recristallisation sous vide.

I1.1.a. Purification du résorcinol :
I1.1.a.1. Principe de recristallisation :

La recristallisation est une méthode de purification des produits solides. Elle permet
d’¢liminer les impuretés d’un produit, obtenu apres une réaction chimique ou une extraction.
Son principe se base sur la différence de solubilité d’un composé, a chaud et a froid, dans un

solvant.

La recristallisation consiste en une dissolution, du solide a purifier, dans un minimum de
solvant (appelé solvant de recristallisation) chaud (bouillant), ensuite a refroidir la solution, ce

qui provoque la cristallisation. Le produit est alors récupéré par filtration sous vide.

Le refroidissement doit étre le plus lent possible, sinon les cristaux ne se forment pas, ou
bien, se forment tres rapidement en retenant les impuretés. Genéralement, la recristallisation

est renouvelée jusqu’a 1’obtention d’un point de fusion constant du produit.
Pour la séparation du produit des impuretés :

% Le produit : doit étre soluble a chaud, insoluble a froid
% Lesimpuretés : 2 cas possibles :
= Si elles sont solubles a chaud et solubles a froid — Pas de problémes!
Eliminées directement lors de la filtration.
= Par contre, si elles sont insolubles a chaud (et a froid) — Nécessité d’une

filtration préalable de la solution chaude.
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Matériel et Méthades

I1.1.a.2. Criteres de choix du solvant de recristallisation

Le critere important pour une meilleure recristallisation réside dans le bon choix du
solvant : un solvant ou la solubilité du solide, a température ambiante, est nulle (ou presque)
et, a température d’ébullition, est maximale (ou presque, aussi).

Le solide doit étre stable a cette température d’ébullition. L’efficacité de la
recristallisation est moins bonne a une température plus basse que la température d’ébullition
du solvant : il faut donc éviter d’utiliser un solvant de température d’ébullition supérieure a la
température de fusion du solide.

Si on veut améliorer le solvant de recristallisation, il faut &tre patient et tester les solvants
classiques, puis les mélanges de solvants en tenant compte de deux facteurs principaux :

.

¢ Le respect de polarité.

¢ Le respect de 1’écart de solubilité du composé a chaud et a froid.

On prend en considération aussi, que le solvant de recristallisation doit :

X/

¢ Etre inerte vis-a-vis du produit a purifier.
+¢+ Dissoudre les impuretés a chaud et a froid.
¢+ Avoir un point d’ébullition le plus bas possible.

7

+«+ Etre le moins toxique possible.
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I11.1.a.3. Réactifs :

Dans cette purification, on a utilisé les réactifs suivants :

Matériel et Méthades

Réactifs Caractéres Laboratoire Toxicité
Résorcinol  Mr = 110g mol™
impur Pf =110 °C
Pe =276.5°C
N°CAS : d =1.28 a20°C : S
108-46-3  pka=9,15 Sl
Soluble dans I’eau a 25 °C, Irritant pour la peau
dans DMSO , acétone a 18°C Irritant pour les yeux
Toluéne Mr = 92.14g mol™ BIOCHEM
Pf=-94.9°C CHEMOPHARMA
N°CAS : Pe =110.6°C
108-88-3 d =0.867
soluble dans 1’eau 0,526mg/L _
a25°C Irritant et inflammable
miscible avec chloroforme,
benzéne, diéthyl éther, acétone
Ethanol Mr =46 g.mol™ SIGMA
absolue Pf =-114°C ALDRICH
Pe =79°C
N°CAS : d =0.789
64-17-5 miscible dans les solvants -

polaires et apolaires

Inflammable

Tableau X : Réactifs utilisés dans la purification du résorcinol.
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Matériel et Méthades

11.1.a.4. Matériel :

On a utilisé le matériel et la verrerie disponibles dans notre laboratoire.

Balance de précision 2 béchers (1000  Tubes a essais
model : GIBERTINI ml, 250 ml)
Max : 1010 g
Prise de E=0.01g Spatule
masse T=-1010g¢
+15e/+30°C
Agitateur magnétique chauffant Cristallisoir Bécher 1000ml
{ AREHeating Magnetic Stirrer
VELP SCIENTIFICA Fiole a vide
Thermomeétre : Eprouvette 25ml
" batch 1556 Buchner /papier
Purification 1 -10°C/ +150°C filtre
. Lenght :300mm
Etuve: Joint conique/ Spatule
"~ Model: JOUAN SA Trompe a eau

| 240+10uV _ 1000w 50/60Hz

Tableau XI: Matériel utilisé dans la purification du résorcinol.

I11.1.a.5. Méthode:

+* Choix du solvant de recristallisation :

Dans deux tubes a essais ; dissoudre, par chauffage, une quantité égale de résorcinol
impur dans deux solvants différents : toluéne et éthanol.
Refroidir, et filtrer.

«» Protocole:

La figure 32 représente les photographies illustrant la recristallisation de résorcinol

Une quantité de 100 g de résorcinol a été utilisée par fractionnement.

Dans un bécher de 1000 ml, introduire 50 g de résorcinol.

Ajouter le toluéne et chauffer le mélange jusqu’a dissolution totale (qsp toluéne = 750
ml).

Refroidir la solution dans un bain de glace*: un précipité est formé, le filtrer sous vide
(une double filtration sous vide est réalisée pour améliorer le rendement de
purification).

Laisser sécher le précipité dans 1’étuve a température 80°C.

61



Matériel et Méthades

*Remarque :Dans toutes les manipulations réalisées dans notre travail, le
refroidissement se faisait d’abord a température ambiante (ou jet d’eau), ensuite

dans un bain d’eau glacée.
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Watéuicl ot Méthad

Pesée du résorcinol Toluéne + résorcinol

Résorcinol pur Filtration s/v

Figure 32 : Photographies illustrant la recristallisation du résorcinol
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Matériel et Méthades

I1.1.b. Synthése du 7-hydroxy-4-méthylcoumarine (P1) :

11.1.b.1. Réactifs :

Etape Réactifs Structure Caractéres Laboratoire Toxicité
Résorcinol ~ ° o o Purifié au
e 2 Poudre cristalline :
Purifié blanche laboratoire o
CH3
Acéto-acétate < Mr =130.14g.mol™
s/ . o — _ o

deyle: o= EE‘: iglgc SIGMA x
N° CAS : o— d=1020a20°c  Aldrich
141-97-9 CHs

2

£ Acide Mr = 98.08g.mol™

& sulfurique ﬁ Pf=-6.94°C SIGMA r3

HO—=—0H Pe =290°C(lit) Aldrich
N° CAS : o d=1.840a 25°C :
7664-93-9 pureté =95-97% Corrosif
Poudre blanche
Chlorure de cristaux cubiques1
sodium Mr= 58,44 g.mol
Na*, CI Pf=2801°C i'ﬁ:}fzﬁ Sur-

N°CAS : Pureté:99.5% consommation
7647.14-5 Tres soluble dans

I’eau

danger pour la

santé

Tableau XII : Réactifs de I’étape de synthése du P1

64



Matériel et Méthades

Etape Réactifs Structure Caracteres Laboratoire Toxicite
e
c
e L H
g Eaudistillée H-G - - .
2
Acide Mr =36.461 g.mol™

chlorhydrique Pf=-30°C
H* CI Pe =48°C SIGMA

N°® CAS: d=1,192a20°C Aldrich
7647-01-0 pureté=37% Corrosif
S SOUd.?I Mr= 40 g.mol™
g (pastilley) \ on  PF=318°C SIGMA
= N°CAS - ’ Pe =1388°C Aldrich . .
: _ s 900 orrosi
Méthanol Mr =32.04g.mol™* @\ b
dénaturé Pf =-98°C
HyC—OH
3 Pe =65°C Prolabo \J
N° CAS : d =0.79 i
bl Toxique
67-56-1 Pureteé = 95% inflammable
Tableau X111 : Réactifs des étapes d’isolement et de purification du P1.
11.1.b.2. Produits :
Produit Structure Caracteres Toxicité
Poudre blanche
cristalline.
p1 ”OCC’j" Mr = 176 g.mol*
(hymecromone) = Pf =192°C e

HyC Pka=17,79 :
Irritant les poumons

et la peau

Mr =46,068 g.mol™

Ethanol gz _:75121: ¢
H3(:/\OH B

d =0.789a20°C

Inflammable
Eau H,O = = =

Tableau X1V : Produits de synthése du P1.
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Matériel et Méthades

11.1.b.3. Matériel :
— Balance de précision : Eprouvette 50ml Spatule
Z { Model: Scout ProSPU401
P —_
= Max =400 g
3
= pipette graduée de 2ml Pro pipette
Agitateur magnétique ballon tricol afond Cristallisoir
chauffant rond 250 ml
ARE Hagnetic Stirrer
{VELP SCIENTIFICA
2 Thermométre: Ampoule & addition Barreau
% batch 1556 250ml magnétique
> { -10°C/ +150°C
Lenght :300mm
Potence 3 béchers (1000ml,
250ml, 100ml)
= Bécher 1000ml Fiole a vide 500ml  Joint conique
(3]
E Baguette en verre Buchner/ Papier Trompe a
3 filtre eau
Balance de précision Fiole jaugée Bécher
Model: GIBERTINI 500ml, 50ml) 100ml, 50ml)
Préparation Max : 10109
d ’uze solution E=001g Spatule
NaOH 10% T=-1010g
+15°C/+30°C
Préparation
d’une solution Eprouvette 200ml Bécher 100ml
S  HCI6N
§ Agitateur magnétique Chauffe ballon Baguette en
= chauffant : verre
= {ARE Heating Magnetic Stirrer
VELP SCIENTIFICA Reéfrigérant a boule  Biichner
Etuve: Fiole a vide Papier filtre
Recristallisation Model: JOUAN SA
240+10u V _ 1000w Pipette 2ml Joint conique
50/60Hz
Pro pipette Trompe a
Ballon Bicol a fond rond eau
500ml Papier pH

Tableau XV: Mateériel utilisé dans la synthése de I’hymecromone P1
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Matériel et Méthades

11.1.b.4. Méthode :

Comme toute autre synthése ordinaire, le produit est d’abord obtenu chimiquement, puis,

isolé du mélange réactionnel. Enfin, purifié.

*

% Synthése :

La figure 33 représente les photographies illustrant la synthese de P1

2 essais de ce protocole ont été réalises au méme moment, dans les mémes conditions

et par la méme équipe.

= Condensation de Pechmann :

Dans un ballon tricol a 250 ml, introduire 93,75 ml d’acide sulfurique
concentré et adapter un thermomeétre. Refroidir dans un bain d’eau glacé
préalablement préparé (avec du sel NaCl), sous agitation constante, jusqu’a ce
que la température devienne inférieure a 04° C.

D’autre part et dans un bécher de 250 ml dissoudre progressivement et
complétement, sous agitation magnétique constante, 23 g de résorcinol purifié
dans 27,4g d’acéto-acétate d’éthyle. Une fois la solution limpide, verser la
dans une ampoule a addition fixée au ballon

Ajouter le mélange goutte a goutte sur la solution refroidie de H,SO,, sous
agitation constante du mélange réactionnel qui devient de plus en plus
visqueux et, tout en gardant une température, inférieure a 10°C.

Une fois I’addition est achevée, retirer le ballon du bain de glace en le laissant
sous agitation permanant durant une heure, ceci permettra d’accomplir la

réaction de Pechmann.

* [Isolement de I’hymécromone impure :

Dans un bécher de 1000 ml, Peser 665g d’eau distillée glacée.
Y verser le mélange réactionnel avec un débit constant et en file mince.
Mélanger avec une baguette, jusqu’a la dissolution totale de la glace.

Filtrer sous vide puis rincer avec de I’cau distillée froide : produit P1 impur.

o,

+« Purification (recristallisation sous vide) :

Il s’agit d’une double purification : d’abord en solution alcalino-acide, puis dans un

solvant organique : le méthanol dénaturé.
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= Préparation de 550 ml d’une solution de NaOH a 10 % : (QSP 2 essais)

Dans deux fioles jaugées (de 500ml et de 50 ml), dissoudre complétement et
respectivement 509 et 5 g de soude (sous forme de pastilles), préalablement pesée, dans une

quantité d’eau distillée. Compléter avec ce méme solvant jusqu'aux traits de jauge.

= Préparation d’une solution d’HCI 6N :

Calcul de la normalité de la solution commerciale :

1L de la solution contient 1190 g (d=1.19)

La masse d’acide chlorhydrique pur : m = X (Q)
37g &’HCl — 100 g de solution
X (9) — 1190 g de solution

m= 37x1190/100

m=440.3¢g

Donc :

La quantité de matiére en (mole) de HCI :  n=m/Mr
n=440.3/36 ,461
n=12 mol

Comme, on a un monoacide, la molarité est égale a la normalité soit 12 molaire =12 N

La préparation de 200 ml d’une solution HCI 6N (f) se fera par dilution de la solution
commerciale (i)
Ni . Vi: Nf. Vf

Vi=12x200/6
V=100 ml

Donc, dans une fiole de 200ml, introduire une quantité importante ne dépassant pas
100ml d’eau distillée puis verser 100ml d’HCI progressivement. Une fois I’addition est
terminée, compléter avec d’eau distillée jusqu’au trait de jauge.
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= Technique de purification:

Elle s’effectue par dissolution a chaud en milieu alcalin, suivie d’une cristallisation en

milieu acide. Enfin, une filtration sous vide.

e Avec agitateur magnétique chauffant, dissoudre complétement le produit P1 impur
dans la solution NaOH 10% (QSP= 275 ml), en augmentant la température au fur et a
mesure.

e Une fois I’aspect de la solution limpide, ajouter progressivement, la solution HCI 6N
jusqu’a cristallisation totale (QSP= 55ml). Un excés de solution HCI nuit a la qualité
de la purification (il favorise d’avantage la cristallisation du résorcinol), il devra
donc, étre évité par surveillance du pH de la solution avec le papier pH.

e Filtrer sous vide et récupérer les cristaux du produit P1

e Dans un ballon bicol adapté a un réfrigérant, verser sur le produit P1 récupéré, le
meéthanol dénaturé au fur et a mesure, jusqu’a dissolution totale par chauffage (QSP
méthanol = 150 ml), filtrer & chaud pour éliminer certaines impureteés.

e Refroidir le filtrat dans un bain de glace : P1 purifié cristallise, Filtrer sous vide en
ringant le précipité avec 5 ml d’eau distillée a la fois.

e Sécher le produit a I’étuve.
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Résorcinol purifié  acéto-acétate d’éthyle addition du H,SO, sur
le mélange (résorcinol+acéto-

acétate d’éthyle)

Purification
avec

Séchage méthanol,

rincage

—

70



Recristallisation avec I’eau Filtration s/vide : P1 impur

distillée glacée et froide

Alcalinisation

Recristallisation
par acidification

puis filtration s/vide

Dissolution a chaud

Figure 33 : Photographies illustrant la synthese du P1
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11.2. Synthese de 8-nitro-7-hydroxy-4-méthylcoumarine (P2) :

11.2.a. Réactifs :

Réactifs Structure Caractére Laboratoire Toxicité

Liquide incolore a

jaune, odeur acre
Mr=63,01g.mol™

Pf=121°C SIGMA
d =142 ALDRICH
Pureté = 69%

Acide nitrique
HNO;

N° CAS:

W Vv

7697-37-2 Corrosif et oxydant

miscible a I’eau

Poudre blanche
cristaux cubiques
Chlorure de Mr= 58,44 g.mol®

sodium o
N° CAS Na*, CI Pf=801°C
7647-14-5

SIGMA

Pureté = 99.5% ALDRICH Surconsommation

Trés soluble dans danger pour la
I’eau santé
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H.C Liquide incolore,
3 \ miscible dans les
= OH solvants polaires et
S Ethanol absolu apolaires
3 Mr =46 g.mol™* SIGMA
:'E N°CAS : Pf =-114°C ALDRICH
S =79°
a 64-17-5 ze: (7)9759 Inflammable
Pureté = 99.8%
Tableau XVI : Reactifs utilisés pour la synthese de P2 et P2’
11.2.b. Produits :
Produits Structure Caracteres Toxicité
8-nitro-7-hydroxy CHs Poudre jaune aucune
-4-méthylcoumarine AN foncée donnée
Mr = 221 g.mol™
HO o~ OH Pf =255-256°C
o“N§o
6-nitro-7-hydroxy o Poudre jaune aucune
-4-meéthylcoumarine |, CH, claire . donnée
;N N Mr =221 g.mol
0 Pf : 255-256 °C
HO 0~ OH
Acide sulfurique ﬁ Mr =98.08 g.mol™
O—S—OH Pf =-6.94 °C Eg
| Pe = 290°C
OH Pureté = 95-97%
Corrosif

Tableau XVII : Produits de nitration du P1.
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11.2.c. Matériel

Balance de précision Eprouvette 100 ml
{ model Scout pro spu 401
Prise d’essai | max = 400g

Becher 1000ml Biichner Papier filtre
Isolement Fiole a vide (500 ml) Joint conique
Baguette Trompe a eau

Tableau XVIII : Matériel utilisé pour la nitration du P1.
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11.2.d. Méthode:
La figure 34 représente les photographies illustrant la synthése du P2 et P2’.

2 essais de ce protocole ont été réalisés : essai a + essai b

% Synthése : nitration du P1
= Dans un ballon bicol de 250 ml, Mélanger 12g de P1 purifié avec 100 ml d’H,SO4

= adapter un thermometre dans un col

= Poser le ballon dans un bain de glace (glace+NaCl) et garder une température de
la solution <1°C

= Préparer un mélange (15ml de H,SO4+5ml de HNOj3) dans un bécher de 50ml,
puis, le transvaser dans une ampoule d’addition

= L’addition se fait goutte a goutte, tout en gardant une température <10°C

= A la fin de P’addition, laisser le mélange a une température ambiante 25°C

pendant 1 heure

+« lIsolement :
= Dans un bécher de 1000 ml, peser 46,03g d’eau distillée glacée

= Y verser la solution du produit obtenu avec un debit constant et en file mince : un
produit jaunatre précipite

= Filtrer sous vide avec ringage avec 1’eau distillée froide.

% Purification :
= Mettre le produit dans un ballon Bicol de 500 ml

= Ajouter de I’éthanol et chauffer pendant une durée assez suffisante (300 ml
d’éthanol) : le produit solide a diminué de volume mais reste toujours solide
= Filtrer a chaud :

e le résidu solide = P2’ (6-nitro-8-hydroxy-4-méthyle coumarine = ?)

e le filtrat est concentré, refroidir dans un bain de glace jusqua
recristallisation, filtrer sous vide. Le résidu solide = P2 (8-nitro-7-
hydroxy-4-méthyle coumarine= ?)

= Sécher P2 et P2’ a I’étuve.
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Mélange réactionnel Isolement

+Ethanol a chaud

4

Filtration a chaud

P2’
+
Filtrat

Concentration +
Filtration s/vide

P2

Figure 34 : Photographies illustrant la synthése de P2 et P2’

Filtration s/vide

Obtention du mélange

des isomeres

11.3. Synthese de 8-amino-7-hydroxy-4-méthylcoumarine (P3) :
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I1.3.a. Réactifs :
Réactifs Structure Caractére Laboratoire Toxicité
Produit P2 e Poudre jaune Synthétisé au
Ny Mr =221 gmol? niveau du x
Pf =255-256°C laboratoire
HO o (0] E o
Irritatif
NH,
(yeux, peau,
bouche)
Ethanol liquide incolore, SIGMA
absolu He Moy Miscible dans les Aldrich
solvants polaires et
N°CAS : apolaires
— -1
64-17-5 Mr = 46 ngI Inflammable
° Pf =-114°C
D Pe =79°C
= d =0.789
7 Pureté= 99.8%
Acide H*, CI Mr= 36.461 g.mol™ SIGMA
chlorhydrique d=1.19 Aldrich
Pureté =37%
N°CAS : :
C f
7664-38-2 oS
Poudre de fer Fe Ma=55,845 uma Aucune
donnée
Inflammable
i
()
€ Eaudistillée H,0 - - -
3
Ethanol absolu liquide incolore, SIGMA
ch/\OH d’odeur Aldrich
N°CAS : caractéristique
5 64-17-5 miscible dans les
= solvants polaires et Inflammable
= apolaires
5 Mr =46 g/mol
o Pe=79°C
Pf=-114°C

Pureté= 99.8%

Tableau XIX: Réactifs de synthese du produit P3
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11.3.b. produits :
Produits Structure Caractéres P'Ctogr‘?”ﬁme de
toxicité
CHg
8-amino-7-hydroxy- S Poudre blanche
4-méthylcoumarine Lo N Mr =191 g.mol™ Aucune donnée
(P3) °” °  pf=280°C
NH,
Tableau XX : Produits de synthése du P3
11.3.c. Matériel :

Balance de précision
model GIBERTINI
Max =1010g
E=0.01¢
T=-1010¢g
+15°C/+30°C

Prise d’essai

Eprouvette (20ml, 50mL)

Spatule

Agitateur magnétique chauffante :
ARE Heating Magnetic Stirrer
VELP SCIENTIFICA
Thermometre
Synthése Batch17556
[ -10°C/+150°C
Lenght: 300mm
Barreau magnétique

Cristallisoir
Fiole a vide a 250 ml

Blichner
Isolement

Joint conique

Ballon Bicol afond rond
(250mL)

Réfrigérant a boules
Bécher 100 ml

Entonnoir

Papier filtre

Trompe a eau

Tableau XXI: Matériel utilisé dans la synthése du P3

78



Matériel et Méthades

11.3.d. Méthode :
La figure 35 représente les photographies illustrant la synthése du P3a et P3b

Deux essais ont été effectués :

Le 1%, & partir de P2b pour donner du P3b, et le 2°™, & partir de P2a, avec une poudre

de fer de meilleure qualité, pour avoir le P3a.

% Synthése : réduction en amine
= Dans un ballon Bicol de 250 ml, introduire 4.4 g de P2 (P2b et P2a)

= Dans un bécher de 100 ml, mélanger 30 ml de HCI avec 20 ml d’éthanol absolu

= Verser ce mélange, sous agitation, sur le P2 au fur et a mesure jusqu’a dissolution
compléte du P2

= Chauffer le ballon dans un bain marie en augmentant la température jusqu’a
I’apparition du reflux d’éthanol sur le réfrigérant (T°= 60°C). A ce stade la, ajouter 8g
de poudre de fer a I’aide d’un entonnoir.

= Une fois I’addition est terminée, laisser le mélange sous agitation et a température de

reflux pendant 6 heures.

% Isolement :
= Filtrer sous vide ce précipité avec ringage par I’cau distillée froide.

Remarque :

La purification des produits des deux essais de cette synthése n’a pas pu étre réalisée, suite
aux faibles quantités des produits obtenus.
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Poudre de fer P2 (aethb) mélange du P2

avec HCI alcoolique

P3a impur (essai a) Chauffage 6h + filtration

L’ajout de la poudre de

Fer au fur et a mesure

P3b impur(essai b)

Figure 35: Photographies illustrant la synthése du P3a et P3b
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1. IDENTIFICATION :

Le résorcinol purifié et les produits synthétisés sont ensuite caractérisés par ’essai de

I11.1. Test de solubilité :

I11.1.a. Principe:

chromatographique et aussi par la mesure du point de fusion.

Matériel et Méthades

solubilité et une réaction colorimétrique (FeClys) ; identifiés par mesure du point de fusion et

par méthode spectrale infrarouge. Enfin, leur degré de pureté est estimé par analyse séparative

La solubilité d’un soluté dans un solvant donné est définie par la quantité maximale de ce

- de la structure du composé

- et de la nature du solvant.

I11.1.b. Réactifs :

soluté qui peut se dissoudre dans un volume donné de solution.

La solubilité d'un corps pur dépend, pour une température donnée :

Numéro
d’échantillon
(N° ech)

Solvant de
dissolution

EchN°1:R Ech N° 3 :P2a Ech N° 5 :P2’
Ech N° 2 :P1 Ech N° 4 :P2b Ech N° 6 :P3b
Chloroforme Ethanol Cyclohexane
Solution Eau distillée DMSO
d’hydroxyde de

sodium 10%

I11.1.c. Matériel :

Tableau XXI1: Réactifs utilisés dans le test de solubilité
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Balance de précision : Béchers 50 mli Spatule
Model : GIBERTINI

L ) Max : 1010g Pipette 1ml Pro pipette
Prise d’essai E=0,01g
T=-1010g
+15°C/30°C

Dissolution Tubes a essai Portoir Entonnoir

Tableau XXII1: Matériel adopté pour le test de solubilité.
111.1.d. Méthode :
¢+ Pour chaque échantillon, introduire 0,10 g de poudre complétement déshydratée,
dans cing tubes a essai. Rajouter 1 ml de chaque solvant.

s Agiter manuellement, Observer la solubilité.
N.B : Ce test est réalisé sans aucune source de chaleur.

I11.2. Réactions chimiques :
I11.2.a. Principe:
Le chlorure de fer (Il1) est un acide de Lewis assez fort, qui forme avec les bases de
Lewis des composés stables.
C’est un oxydant fort qui forme avec les fonctions enol ou phénol des complexes colorés,
selon la réaction ci-dessous, et la coloration dépend de la nature du produit.
FeCl; + 6 ArOH ------ > [Fe(ArO)g]Hs + 6HCI

111.2.b. Réactifs :
Réactifs Caracteres Laboratoire Toxicité
Mr =46 g.mol™ SIGMA Aldrich
Pf =-114°C
Ethanol absolu Pe =79°C
o : d =0.789
NPEAS - miscible avec les -
64-17-5 .
solvants polaires et Inflammable
apolaires
Mr =162,20 g.mol™ SIGMA Aldrich
Chlorure du fer(l11) Pf =304 °C CD
vors:  fzee
7705-08-0 o Corrosif

pureté=97%
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EchN°1:R Ech N° 3 :P2a Ech N° 5 :P2’
Echantillon
(N° éch)
Ech N° 2 :P1 Ech N° 4 :P2b Ech N° 6 :P3b

Tableau XXIV: Reactifs utilisés pour la réaction au chlorure ferrique.

I11.2.c. Matériel :

Balance de précision : Bécher 25ml Eprouvette 10ml
Model : GIBERTINI
Max : 1010g Spatule
Prise de masse E=0,01g
T=-1010g
+15°C/30°C

.. Tubes a essai Pro pipette Entonnoir
Reéaction

chimique Pipette (1ml, 5ml) Bécher 25ml Portoir

Tableau XXV: matériel utilisé pour la réaction au chlorure ferrique.

111.2.d. Méthode :

Le test de ’hymecromone avec le chlorure ferrique figure dans la monographie de

la pharmacopée japonaise XVI édition, ce test a été élargi aux autres produits (censés

contenir aussi des fonctions phénols).

% Préparation d’une solution éthanolique de FeClz a 10% :

Dissoudre 0,59 de FeCl; dans une petite quantité d’éthanol, compléter avec ce méme

solvant jusqu'a trait de 5ml.

% Protocole :
= Introduire 0,02 g de chaque échantillon dans des tubes a essai

= Ajouter 3ml d’éthanol dans chaque tube, agiter jusqu’a dissolution.

= Additionner quelques gouttes de la solution éthanolique de FeCl; 10%, dans chaque tube.

observer le changement de couleur apres 1’addition de ce réactif.

Remarques :
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1. Un témoin négatif (T(-)) est préparé aussi par addition de quelques gouttes de FeCls
sur 3 ml d’éthanol.
2. pour le P1, deux tubes sont préparés (2a et 2b) a un intervalle de temps de 5 min,

I’observation de la coloration se fait a TO (pour le tube 2a) et a T1 (pour la tube 2b).

111.3. Mesure du point de fusion :
I11.3.a. Principe :

Le point de fusion ou température de fusion d'un corps représente la température a une
pression donnée, a laquelle un composé chimique pur sera fondu ; c'est-a-dire passe de I'état

solide a I'état liquide.

Le but d’examiner le point de fusion d’un solide est a la fois d’identifier et d’avoir une
premiére idée du degré de pureté : un écart de plusieurs degrés, par rapport au point de fusion

du produit pur (décrit par la littérature) signifie qu’il faut envisager une étape de purification.

111.3.b. Réactifs :

EchN°1:R EchN°3:P2a EchN°5:P2’ Ech N° 7 :P3b

Echantillon
(N° ech)
Ech N° 2 :P1 Ech N° 4 :P2b Ech N° 6 :P3a
Etalons Acétanilide Benzanilide Saccharine
Pf=114,5°C Pf=163°C Pf=228°C
Solvant pour Ethanol

nettoyage

Tableau XXVI : Réactifs utilisés dans la mesure du point de fusion

111.3.c. Matériel :
Banc kofler : Micro spatule
Puissance : 100w
Alimentation : 220V-50/60Hz Coton

Température : +50°C a +260°C

Tableau XXVI1I: Matériel utilisé pour la mesure du point de fusion
111.3.d. Méthode :
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Matériel et Méthades

X/
°

Le banc doit étre allumé au moins 30 min avant la mesure, dans une piece sans courants

d’air, a I’abri des solvants inflammables.

s+ Déposer quelques cristaux du produit a analyser sur la partie froide (généralement a droite
du banc).

% Les déplacer en biais a 1’aide d’une micro spatule en évitant les bords inférieurs et
supérieurs de la partie métallique du banc, jusqu’a apparition de la fusion.

s+ Déplacer le curseur et rabattre 1’index de lecture sur la zone de séparation des parties

fondues et non fondues et lire la température approximative.

% Nettoyer a sec (et puis avec trés peu d’éthanol) avec un coton vers la partie froide du banc.
N.B:

Avant de commencer les mesures, le banc Kofler doit étre d’abord étalonné avec les produits
étalons figurant dans le tableau XXVI, ces étalons sont choisis de telle fagon qu’ils aient le

point de fusion le plus proche possible (supérieur ou inférieur), que celui du produit a étudier.

I11.4. Caractérisation par une technique séparative : chromatographie sur
couche mince :
I11.4.a. Principe :
La chromatographie sur couche mince (CCM) est une méthode physique qui permet de
séparer les constituants d’un mélange a analyser par un phénomene appelé élution. Cette
séparation est basée sur la différence d’affinité des différents constituants entre les deux

phases : stationnaire (fixe) et mobile.

La phase stationnaire est fixée sur une plaque, et la phase mobile liquide, appelée éluant.
Cet éluant représente un solvant ou un mélange de solvants. Chaque constituant, migre d’une
certaine hauteur caractéristique de la substance, que 1’on appelle rapport frontal ou rétention

frontale.

. Hauteur de la tache

B Hauteur du front du solvant

Révélation de la CCM : Chaque tache correspond a un constituant, elle peut apparaitre :

o A lcil nu : si le produit est colore.

o Alalampe UV (les noyaux aromatiques par exemple).
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o Avec un révélateur chimique : KMnO4, KOH ...si le produit n’est pas coloré

I111.4.b. But :

Reéaliser une analyse séparative des réactifs et produits des trois différentes syntheses :

¢+ Résorcinol purifié

% Synthese 1 : produit de la réaction de Pechmann

% Synthese 2 : produits de nitration (2 essais, 2 isomeéres structuraux)

¢+ Syntheése 3 : produit de la réduction (Essai b)

Les produits de nitration des deux essais ont été testés dans le but de repérer le produit

doue de la meilleure purete.

Deux CCM ont été réalisées en fonction de la polarité des phases mobiles.

I11.4.c. Réactifs :

Protocole Réactifs Laboratoire Toxicité
R: Résorcinol purifié - x
5 Protocole 1 P1: Produit de Synthése 1 Synthétisé x
% + P2a : Produit de Synthése 2, essai a Synthétisé aucune donnée
é Protocole 2 pP2b : Produit de Synthése 2, essai b Synthétisé aucune donnée
P2’: Produit secondaire de synthése 2 Synthétisé aucune donnée
(Isomére structural) y
P3b : Produit de Synthése 3essai b Synthétisé aucune donnée
VWR PROLABO
Protocole 1  Chloroforme
S 5 CHEMICALS
g 5
= 3 VWR PROLABO
® T Protocole 2 Acétate d’éthyle
CHEMICALS
Cyclohexane BIOCHEM @
]
c
t_g Protocolel
L VWR PROLABO

Acétate d’éthyle

O&

CHEMICALS
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_ . VWR PROLABO
Acide acétique
CHEMICALS
VWR PROLABO
Protocole 2 Chloroforme
CHEMICALS
VWR PROLABO
AcOEt
CHEMICALS

Tableau XXVIII: Réactifs utilisés dans la chromatographie sur couche mince.

111.4.d. Matériel:

Pour la CCM, on a utilisé le matériel suivant :

Balance de précision Lampe UV (254 nm) : Plaque CCM
{ mode_l Scout pro spu 401 VILBER LOURMAT TLC Silica gel 60 Fas
max = 400g 4 \W- 365 nm tube
4W- 254 nm tube
POWER : 8W
Bécher avec couvercle Tubes a hémolyse Pipette pasteur
Eprouvette 10 ml Pipette graduée 2 mL Portoir
Spatule Pro pipette

Tableau XXIX: Matériel utilisé dans la séparation chromatographique.

111.4.e. Méthode:

Deux CCM ont été réalisées en fonction de la nature de ’éluant et du solvant de

dissolution des échantillons.

% Preéparation des deux éluants:
= Eluantn°l : deux solvants === Cyclohexane/AcOEt, 10 : 10 (V/v)
= Eluant n°2 : trois solvants ™= AcOEt/ CHCl3/AcOH, 8 :7 : 0,5 (V/V/V)

®,

«» Préparation des solutions des échantillons :

Dans des tubes a hémolyse, dissoudre une quantité suffisante de chacun des six
¢chantillons (R, P1, P2a, P2b, P2’, P3b) (Cf. tableau XXVI ) dans chaque solvant de

dissolution :
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Solvant de dissolution n°1 : chloroforme

Solvant de dissolution n°2 : acétate d’éthyle.

«» Protocole de CCM :

Remplir le bécher par 1’éluant ; le recouvrir, afin que 1’atmosphére dans la cuve soit
saturée en vapeurs d’¢éluant.

Tracer sur la plague chromatographique un trés fin trait au crayon de papier a 1 cm du
bord inférieur et a 1cm du bord supérieur
Trait supérieur = ligne du front du solvant.
Trait inferieur = ligne de dép6t
A 1’aide de pipette pasteur, prélever une goutte de chaque solution des 6 échantillons (Cf.
tableau XXVI) et la déposer sur le bord inférieur. Laisser sécher a I’air libre.
Position 1: R
Position 2 : P1
Position 3: P2a
Position 4 : P2b
Position 5 : P2’
Position 6 :P3b
Déposer la plaque verticalement dans le bécher et la couvrir.
Lorsque le mélange de solvant atteint la ligne du front du solvant, faire sortir la plaque du
bécher et la laisser sécher.
Examiner les plaques a I’air libre puis sous une lampe UV (254 nm).

I11.5. Identification spectrale par analyse Infrarouge :

I11.5.a. Principe :

Le principe de la spectroscopie infrarouge repose sur 1’exposition d’un échantillon a une

gamme de rayonnements électromagnétiques de I’IR moyen. Certains d’entre eux provoquent

des modifications de 1’état énergétique de la molécule étudiée : les signaux, ainsi obtenus,

sont traduits en bandes (ou pics) d’absorption qui correspondent aux radiations absorbées.

Ces bandes caractérisent les modes normaux de vibrations de groupes d’atomes et de

groupements fonctionnels remarquables présents dans les molécules. Cette technique

fonctionne quasi-exclusivement sur les échantillons présentant des liaisons covalentes.
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Au sein d’une molécule, toutes les liaisons ne donnent pas lieu a une absorption dans
I’infrarouge : il existe une reégle de sélection : pour qu’il y ait absorption il faut que le moment
dipolaire de la molécule varie lors de la vibration, ainsi, la variation de la fréquence de

vibration est due a la variation de la constante de la force de liaison.

Il existe deux types de vibrations :

0,

% Les vibrations d’élongation : ce sont des mouvements relatifs suivant leur axe de
liaison, il y a 2 types : étirements (stretching) symétriques et antisymétriques

% Les vibrations de déformation : ce sont des mouvements avec variation des angles

de liaison, on trouve communément des composés organiques vibrer en : cisaillement

(scissoring), basculement (rocking), agitation hors du plan (wagging) et torsion

(twisting).

Chaque pic d’absorption se caractérise par sa position au niveau du spectre (nombre

d’onde), son intensité d’absorption, ainsi que sa forme .

111.5.b. Réactifs:

Poudre pour

Numéro d’échantillon (N° Ech) X
compression

Bromure de
EchN°1:R Ech N°3: P2a Ech N°5: P2’ potassium : poudre

blanche
Ech N°2 :P1 Ech N°4 : P2b Ech N°6 : P3b

Tableau XXX: Reactifs utilisés dans I’analyse infrarouge

I11.5.c. Matériel:

Ce tableau regroupe le matériel utilisé dans cette technique:

Spectrophotométre IR a

, . Presse hydrauligue Mortier en Aghate avec
transformée de fourrier (FTIR) : y a g

(pastilleuse) pilon

Type : ALPHA BRUKER avec
module ATR DIAMOND Moule a pastiller Support pour pastille
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Tableau XXXI: Matériel utilisé dans I’analyse infrarouge

111.5.d. Méthode:

% Préparation de I’échantillon en pastille de KBr

Inccorporer les échantillons en poudre (R, P1, P2a, P2b et P2’ P3b)
parfaitement déshydratés, I’un aprés 1’autre, a un support qui
n’absorbe pas dans I’IR moyen (KBr).

Préparer un mélange homogene de poudre (ech+KBr) et le broyer
finement. Déposer le mélange dans un moule (Cf figure 36)

Soumettre le tout a une tres forte pression dans une presse hydraulique
(Cf figure 36).

Extraire du moule le mélange sous forme d’une pastille (Cf figure 36)

% acquisition des spectres d’absorption (FTIR) :

Placer le porte-échantillon contenant la pastille (KBr-ech) dans le
compartiment de mesure du spectrophotomeétre sur le trajet du faisceau
incident. (Cf figure 36)

Le signal enregistré par le détecteur du spectrophotométre prend en
compte, non seulement I’absorption du rayonnement d’IR par
I’échantillon a ¢étudier, mais aussi par 1’air présent dans le
compartiment de mesure et éventuellement par le KBr s’il n’est pas
complétement anhydre.

Il faut donc enregistrer un spectre de bruit de fond (background) de
I’air (éventuellement d’une pastille de KBr pur).

Soustraire du spectre obtenu avec la pastille contenant 1’échantillon,
cela permet de se débarrasser des absorptions parasites.

Les spectres sont enregistrés en transmittance.
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- | :
Préparation de I’échantillon pression hydraulique
en pastille de KBr de la pastille

Introduire la pastille dans Faire sortir la pastille
le spectrophotomeétre du moule

Figure 36: Photographie montrant les étapes de préparation d’un échantillon a
Pinfrarouge
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Résultats et Discussiens

I. SYNTHESES CHIMIQUES :

I.1. Synthese du 7-hydroxy-4-méthylcoumarine (P1) :
I.1.a. Purification du résorcinol :
1.1.a.1. Aspect:

% Résultat :

desten 2 L NURY
"
4
Y W
"
v
Résorcinol impur Résorcinol purifié

Impuretés

Figure 37 : Aspect comparatif du résorcinol impur avec le résorcinol purifié

Le résorcinol impur a un aspect granuleux et de couleur marron claire,

Apres recristallisation, le résorcinol purifi€é se présente sous forme d’une poudre

cristalline blanche.
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«» Discussion :

Selon la littérature, le résorcinol se présente sous forme de cristaux blancs. L’aspect du

résorcinol purifié répond donc aux données de la bibliographie.

La comparaison entre 1’aspect du résorcinol impur et le résorcinol purifié justifie la

nécessité de cette étape avant de ’utiliser comme réactif de synthése de I’hymécromone.

Les impuretés éliminées, durant la recristallisation, proviennent de 1’oxydation du
résorcinol a I’air, ou a la lumiere. En effet, I’oxydation des phénols peut avoir lieu sous
I’action de trés nombreux oxydants: Fe3+,02, ...Elle démarre par la formation de radicaux
libres phénoxyles relativement stables, qui évoluent pour donner, par couplage, des produits
complexes souvent colorés (complexes de quinones), dont la structure est mal définie. C’est la
raison pour laquelle les récipients contenant du résorcinol doivent étre soigneusement

conservés a 1’abri de ’air et de la lumiére.
I.1.a.2. Calcul du rendement de purification:

¢ Résultat :
Contrairement a 1’éthanol, le toluéne a été choisi comme solvant de recristallisation.
Le rendement de purification R.P :

R.P = (pesée du résorcinol purifié) /(pesée du résorcinol impur) X 100
R = (47.3)/(100) X 100
R=47.3 %
+ Discussion:

Le toluéne a été choisi comme solvant de recristallisation, malgré son point d’¢ébullition
relativement élevé. Ceci, vu qu’une faible quantité de ce solvant a permis de dissoudre, a
chaud, le résorcinol et les impuretés (qui sont des complexes de quinones). Cette dissolution
est due au caractére polaire aprotique de ce solvant. Contrairement a 1’éthanol (solvant polaire

protique) ou les impuretés ne sont pas complétement dissoutes malgré ’ajout d’un grand

volume.

En plus de ¢a, ce solvant est inerte chimiquement avec le résorcinol.
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Le rendement de purification est de 47.3%, relativement moyen, vu I’importance de la
quantité des impuretés éliminées (Cf. figure 37). Cependant, il est tout de méme peu
satisfaisant (pour une purification). La principale cause pourrait étre la nature du Bichner.
En effet, le blchner utilisé est en porcelaine, il possede donc, des pores a diametre élevé (de
I’ordre de 1 ou 1.5 mm), une quantité assez importante de produit s’infiltre a travers eux
pendant la filtration sous vide ou le ringcage. Un biichner en verre fritté (avec des pores de
taille de I’ordre de quelques, ou d’une dizaine de microns) limitera considérablement les

fuites.
I.1.b. Synthése du 7-hydroxy-4-méthylcoumarine (hymécromone ou P1) :
1.1.b.1. Aspect:

< Résultat :

P1 impur P1 purifie

Figure 38 : Aspect comparatif entre P1 impur et P1 purifié

Le produit P1 purifié a I’aspect d’une poudre de cristaux fins aciculaires, de couleur

blanche.

«+ Discussion :

Selon la monographie décrite & la Pharmacopée Européenne 7°™ édition, I’hymécromone

se présente sous forme d’une poudre cristalline sensiblement blanche.

Le résultat obtenu est conforme aux données de la monographie.
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1.1.b.2. calcul du rendement de synthese R1:

« Reésultat :

CH;
HO OH s H.SO
— 2 4 X
+ o~ >
J°< 5°C ,tps= 30min N
He” o7 Yo HO o~ o
résorcinol acéto-aceétate d'éthyle 7-hydroxy-4-méthylcoumarine

Figure 39 : bilan réactionnel de syntheése de I’hymécromone

masse pratique du produit P1(pesée)

R1 = x 100

masse théorique du produit P1

Le rendement est calculé a partir de la pesée du mélange des deux produits, issus des

deux essais, réalisés au méme moment, dans les mémes conditions et par la méme équipe.
Les masses des réactifs pour les 2 essais :

= Pesée P1 =45.7g
=  Calcul de la masse théorigue du P1 (m.th.P1) :

Avant de calculer la masse théorique du P1, il convient de rechercher d’abord le réactif

limitant.

= Recherche du réactif limitant :

Résorcinol (CegHgOy) ?
Réactif limitant

Acéto-acétate d’éthyle (CgH1003) ?

CeHsO: + CeH1003 — C10Hs03
1 mole 1 mole 1 mole
46g/110g.mole™= 0.418 mole 56.39/130.14 g.mole™= 0.432 mole m.th.P1(g)/176 g.mole™

Donc le résorcinol (CgHgO,) est le réactif limitant.
Ceci, permet de calculer la masse théorique du P1 qui est de:

m.th.P1=0.418 x 176 =73.57 ¢
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Le rendement de la premiere synthése est, alors, de:

45,

R1 = ! x 100
73.57

R1 =62.11%

«» Discussion:

Ashutosh Kar et ses collaborateurs (2004) ont utilisé H,SO, comme catalyseur, a
température basse 5°C, avec les mémes solvants de recristallisation utilisés (hydroxyde de

sodium et I’acide chlorhydrique puis le méthanol) et ont aboutit & un rendement de 65 %.

Les travaux de Fadia Al Haj Hussein et ses collaborateurs (2016), utilisant I’APTS
comme catalyseur, a température 60°C, avec une durée de chauffage de 10 min et 1’éthanol

comme solvant de recristallisation, ont aboutit & un rendement de 50%.

Le Rendement de synthese du produit P1 est de 62,11%, il est nettement meilleur que
celui issu des travaux utilisant I’APTS, donc I’acide sulfurique, par la bonne efficacité de
synthése dans laquelle il intervient, et sa meilleure disponibilité, reste 1’un des catalyseurs de

choix dans la réaction de Pechmann.

Cependant, il est Iégerement bas a celui des travaux similaires (65%). Ceci est di

probablement a :

» Lanature du Biichner

* La quantité d’eau distillée utilisée pour le rincage du produit (dans le but de
décolorer le mieux possible les cristaux) : cette quantité était plus élevee que celle
précisée dans d’autres études, et non précisée dans les travaux de Ashutosh Kar et
ses collaborateurs. Sachant que la monographie de la pharmacopée européenne 76me

édition spécifie que I’hymécromone est tres peu soluble (et pas insoluble) dans

I’eau.
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1.2. Syntheése du 8-nitro-7-hydroxy-4-méthylcoumarine (P2)
l.2.a. Aspect :

< Résultat:
= Aspect du P2: (des 2 essais)

P2a purifié (pratique) P2b purifié (pratique)

8-nitro-7-hydroxy-4-méthylcoumarine (littérature)

Figure 40 : Aspect comparatif du P2b et P2a purifiés avec 8-nitro-7-
hydroxy-4-méthylcoumarine

Le produit P2b synthétisé et purifié se présente sous forme d’une poudre de couleur jaune
foncée (teinte orangée). Alors que le P2a est beaucoup plus clair.
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= Aspect du P2’ (essai b):

L |
A
gyt
: ¥
J
A
! L1
|
P2’b isolé (pratique) 6-nitro-7-hydroxy-4-méthylcoumarine
(Littérature)

Figure 41: Aspect comparatif du P2°b isolé et 6-nitro-7-hydroxy-4-

méthylcoumarine

Le produit P2’b synthétisé et isolé se présente sous forme d’une poudre de couleur jaune

claire brillante.
«» Discussion :

Selon les caractéristiques, décrites dans les références bibliographiques, des deux
isomeres : le 8-nitro-7-hydroxy-4-méthylcoumarine (de couleur jaune foncé a tendance
orangée) et le  6-nitro-7-hydroxy-4-méthylcoumarine (de couleur jaune clair brillant) (cf.
Figure 41), les aspects de P2b et P2’ ,cité respectivement, sont en concordance avec ces
références,

Pour le P2a issu du 1% essai et qui est de couleur jaune clair (cf. Figure 40), c’est un

aspect non conforme aux données de la littérature.

La différence entre 1’aspect de P2a et P2b réside dans les deux étapes d’isolement et de
purification. En effet, la durée de recristallisation dans 1’eau glacée et 1’éthanol était plus

prolongée pour I’essai b (2éme essai), ce qui a pour conséquence 1’optimisation de cette étape.
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1.2.b. Calcul du rendement de P2a et P2b:

« Résultat:

CH, CH, c|>' CH,
§N+ AN
AN H,SO, X o7 + 2H,0
+ HNOg —>
X
HO o] o] HO o] O HO o] o]
+
oo
7-Hydroxy4-Méthylcoumarine 8-nitro-7-hydroxy 6-nitro-7-hydroxy
4-méthylcoumarine -4-méthylcoumarine

Figure 42 : Bilan de synthese des isomeéres nitrés par nitration du P1
Le rendement de la 2°™ synthése (R2) est calculé pour chaque essai (R2a et R2b) est :

masse pratique du P2 (pesée)
R2 = — x100
masse théorique du P2

= Calcul de masse théorigue du P2 (P2a=P2b)

Tout d’abord, on recherche le réactif limitant, par le calcul de la quantité de matiere de

touts les réactifs :

Acide nitrique ?
Reactif limitant {
P1?

Les masses des réactifs :
e m.P1=12g

e m. HNOg;: calculée a partir d’un volume =5 ml comme suit :

Densité = 1.42

Pureté =69% : —— 699 de HNO; — 5 100g de solution

x’(g) — 5 1420 gde solution

1420g de solution _______, 1000ml de solution

x’=69 x1420/100
x’=979.8 g
Donc : 1000 ml de solution ——— 979.8g d’HNO;
5mi —— m. HNOs(g)
m. HNO; =5x979.8/1000
m. HNO3=4, 90 g
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Cette réaction produit 2 isomeéres structuraux, son bilan est alors:

2 CyoHsO3 + 2 HNO3 _ C10H7NOs + C10H7NOs

2 moles + 2 moles > 1mole + 1mole
12g/(2x176g.mol™")  4.90 g/(2x63.01g.mol™) m.th.P2(g)/221 g.mol*  m.th.P2°= (g)/221 g.mol™
=0.034 mole =0.039mole

Donc I’hymecromone (P1) est le réactif limitant.
Ceci permet de calculer la masse théorique du P2 qui est de :
m.th.P2 = 0.034 x221

m.th.P2 = 7.514 g

= Calcul du rendement du 1°" essai de synthése de P2 : R2a

Pesée P2a:6.32 g

Le rendement de I’essai a de la 2°™ synthése est :

R2a= (6, 32/7,514) x100

R2a =83%

= Calcul du rendement du 2°™ essai de synthése de P2 : R2b

Pesée du P2b : 4,8 g

Le rendement de Iessai b de la 2°™ synthése est :
R2b = (4, 8/7,514) x100

R2b=63%
«» Discussion :

Les travaux de Swayam Sourav Sahool et ses collaborateurs (2012), durant lesquels, ils
ont utilise HNO3; comme réactif et H,SO, comme catalyseur, dans un milieu a température
basse 5°C et avec le méthanol comme solvant de recristallisation, ils ont aboutit a un

rendement de 60%
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Le rendement de I’essai a de synthése du produit P2 (P2a) est de 83%. On pouvait
suggérer que cette valeur est meilleure que celle rapportée par 1’étude réalisée en 2012,
seulement, et en tenant compte du résultat non conforme de 1’aspect de ce produit, cette valeur

est considérée comme étant faussement augmentée, probablement par la présence des
impuretés.

Par contre, le rendement de 1’essai b de synthése du produit P2 (P2b) est de 63%, il est

légérement meilleur que celui rapportée par 1I’étude (60%).
1.3. 8-amino-7-hydroxy-4-méthylcoumarine (P3) :

1.3.a. Aspect :

% Résultat :

P3b (isolé) P3a (isolé)

Figure 43: Aspect des produits P3b et P3a obtenus par réduction
successive du P2b et P2a

Le produit P3a se présente sous forme de poudre cristalline blanche, alors que le P3b se
présente sous forme de poudre de couleur blanc-beige mélangée a la poudre de fer.

7

«+ Discussion:

Selon les données bibliographiques (travaux de Swayam Sourav Sahool en 2012), la
couleur des cristaux du 8-amino-7-hydroxy-4-méthylcoumarine est blanche.
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La disparition, dans le milieu réactionnel, de la coloration jaunatre des cristaux P2a et
P2b et I’apparition des cristaux blancs (P3a) ou blanc beige (du P3b) signifie qu’une réaction

chimique s’est produite.

Produit P3b (essai b effectué en premier) : la couleur blanc-beige est due a la non
réalisation de la purification du produit isolé en faible quantité. Au cours du chauffage du
milieu réactionnel, on a remarqué la formation des cristaux blancs en formes d’aiguilles sur la

paroi du ballon.

La poudre grisatre mélangée avec le produit est la poudre de fer utilisée en 1% essai et qui est

de mauvaise qualite.

Produit P3a (Zéme essai effectué) : I’absence de la poudre grisatre dans le produit isolé
confirme que la nouvelle poudre de fer utilisée est de meilleure qualité. L’aspect de la poudre
obtenue correspond aux caractéristiques de la littérature, sous réserve des résultats des essais

de pureté effectués ultérieurement.
1.3.b. Calcul de rendement de synthése du P3b et P3a :

« Reésultat:

CH
CH3 3
X Fe(poudre)/HCI N
Ho” N o o t°= 85°C,Tps = 6h HO o~ Yo
Ns H—N<,
o~ ~0
8-nitro-7-hydroxy-4-méthylcoumarine 8-amino-7-hydroxy-4-méthylcoumarine

Figure 44 : Bilan de synthése d’un dérivé aminé par réduction du P2

masse pratique du produit P3
3= — - x100
masse théorique du produit P3

= Calcul de masse théorigue du P3 (m.th.P3a=m.th.P3b)

On commence, comme auparavant, par la recherche du réactif limitant :
P2

Réactif limitant Fe

HCI
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Les masses des réactifs :

e m.P2b=m.P2a=4,4g
e m (poudre de fer)=8 g
e m. HCI: calculée a partir d’un volume =30ml comme suit :
1L de la solution contient 1190 g (d=1.19)
La masse d’acide chlorhydrique pur : m’ (g)
37g ’HCl — 100 g de solution
m’ (g) — 1190 g de solution
m’=37x1190/100
m’=440.3g

La masse de 1’acide chlorhydrique utilisé (m.HCI), est alors de:

1000ml de solution —— 440,3g d’HCI
30ml de solution — m. HCI (g)

m.HCI = 30x440.3/1000
m.HCI =13,21g

Les quantités de matiére des réactifs, est de :
2 C1oH7NOs5 + 3 Fe + 18 HCI — 3 2CioHgNO3+ 3 FeCl,+ 6 H,0

2mole 3 moles 18moles — 5 2mole 3mole 6 moles

4,4g/(2x221g.mol™ ) 8 g/ (3x55, 845 g.mol™) 13, 21g/(18 x36,461g.mol™) m.th.P3(g)/(2x191g.mol ™

=0,0099mol =0,047mol =0,02mol

Donc le P2 est le réactif limitant.
Ceci permet de calculer la masse théorique du P3 qui est de:
m.th.P3 =0,0099x (2x191)

= m.th.P3b=m.th.P3a=3,78 g

= Calcul du rendement du P3b (1°" essai) :
e PeséeduP3b=0,29
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Le rendement du 1 essai de la 3°™ synthése (R3b) est, alors, de:

R3b = 0.2 100
~ 378"

R3b=5,2%

= Calcul du rendement du P3a (2°™ essai) :

% Pesée du p3a=0,09 ¢

2°M essai de la 3°M°

Le rendement du synthese (R3a) est de:

R3a = 0.09 100
“=378"

R3a=2,3%
«» Discussion :

Swayam Sourav Sahool et ses collaborateurs (2012) ont réalisé cette synthése dans un
milieu éthanolique & température de reflux, sans précision du solvant de recristallisation. Ils
ont abouti a un rendement de 50%

Les rendements des deux essais de synthese réalisés (R3b = 5,2 % et R3a = 2.3 %) sont tres

faibles, cela est dii aux circonstances de travail, car on n’avait pas terminé 1’agitation qui

devait durer 6 heures pour les deux essais. Donc la réaction était incomplete.

Concernant la différence entre les rendements R3a et R3b :
On pouvait expliquer 1’élévation relative du R3b par le fait que le 1% essai (b) s’est réalisé
avec le produit P2b (dont la pureté est jugée étre meilleure que celle du P2a, a partir des
résultats exposés ultérieurement dans la partie 11.3 et 11.4). Mais cette valeur n’est pas
considérée comme étant significative compte tenu de la présence de la poudre en fer comme

impureté dans le produit isolé P3b.
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Il. IDENTIFICATION :

I11.1. Test de solubilité :

I11.1. Résultat :

Les résultats de solubilité du résorcinol purifié (R) et des différents produits (P1, P2a, P2b,
P3b), dans les différents solvants (1. Ethanol, 2. Chloroforme, 3. Cyclohexane, 4. Solution
NaOH a 10% , 5.eau distillée, 6. DMSO), sont illustrés dans les figures suivantes :

T >
— ¢
8- -3
- A4
5
:

Figure 45: Solubilité du résorcinol dans différents solvants

Figure 46: Solubilité du P1 dans différents solvants
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Figure 47: Solubilité du P2a dans différents solvants

Figure 48: Solubilité du P2b dans différents solvants

107



Résultats et Discussiens

Figure 49: Solubilité du P2’ dans différents solvants

Figure 50: Solubilité du P3b dans différents solvants
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Les résultats de 1’essai de solubilité sont d’ordre qualitatif et exprimés dans les tableaux ci-

dessous :

Hydroxyde Eau

Ethanol Chloroforme Cyclohexane de sodi distillé DMSO
(1) 2) (3) esp ium istillée (6)
(4) a10% (5)
R Soluble Insoluble Soluble Soluble Soluble  Soluble
P1  Soluble Insoluble Insoluble Soluble PU soluble
soluble
Peu Peu
P2a Soluble Peu soluble Insoluble Soluble soluble Soluble
P2b Peu Peu soluble Insoluble Soluble Peul Soluble
soluble soluble
, Peu Peu
P2° Insoluble Peu soluble Insoluble Peu soluble soluble  soluble
P3b  Soluble Insoluble Insoluble Soluble Peul Soluble
soluble

Tableau XXXII : Solubilité du résorcinol purifié et des produits synthétisés dans
différents solvants

Hydroxyde Eau

Ethanol Chloroforme Cyclohexane . o DMSO
(1) @) 3) de sodium distillée (6)
(4) (5)
Vert-
R Incolore Incolore Incolore Vert pale Incolore .
jaune
P1 Incolore Blanc Blanc Jaune trés clair Blanc Incolore
P2a  Jaune Jaune Jaune clair Rouge k_)rlque Ja”r.‘e Jaune;
clair clair foncé
P2b Jaur_1e Jaune clair Jaune clair Rouge brllque Jaur_we Jaune;
clair foncé clair foncé
P2’ Jaune Jaune Incolore Rouge br,lque Jaur_1e Jaune;
foncé clair foncé
P3b Incolore Blanc Blanc Rouge brique Blanc Incolore

Tableau XXXII1: Coloration des solutions de solubilité dans les différents solvants

I1.1.b. Discussion :
Dans 1’éthanol : R, P1, P2a et P2b sont peu soluble comme le décrit la littérature.

Le chloroforme est un solvant peu polaire, il a relativement fait dissoudre que les
produits (P2a, P2b et P2’).
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Le cyclohexane est un solvant apolaire, il n’a fait dissoudre aucun produit, a I’exception

du résorcinol.

Le DMSO est un solvant polaire aprotique qui a fait dissoudre la majorité des
échantillons.

Dans la solution alcaline NaOH : la solubilité, de presque tous les échantillons, s’explique

par leur caractére acide (fonction phénol libre).

L’eau est un solvant polaire, a température ambiante (= 25°C), la dissolution a été relative
pour tous les produits (sauf pour le résorcinol qui s’est completement dissout). Le ringage,
apres filtration sous vide, doit se faire alors avec 1’eau distillée bien froide pour éviter la perte
du produit dans le filtrat, ces résultats sont analogues a ceux cités dans les références
bibliographiques.

Tout cela, nous oriente vers la présence, dans les structures chimiques de ces composés, des
groupements polaires tels que : OH, NO,, cétone.. et vers le caractére acide de ces molécules.
11.2.Réaction chimique avec le chlorure du fer (111) :
11.2.a. Résultat :

Les résultats de la réaction colorimétrique sont exposés dans la figure suivante :

Le tube 2a : résultat avec P2 & TO, le tube 2b : résultat avec P2 a T1 (aprés 5min)

Figure 51: Résultat comparatif de la réaction au chlorure ferrique des composés avec un
témoin négatif (a gauche).
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Les résultats de la réaction colorimétrique sont résumés dans le tableau ci-dessous :

N°tube  T(-) 1 2a 2b 3 4 5 6

Echantillon R Bl Bl P2a P2b P2’ P3b

(to) (t1:5 min)

Jaune  Jaune Marron Jaune Jaune Bleu

. . . . Orange  Orange .
Couleur clair clair noire marron  orange g g turquois

Tableau XXXIV : Resultats de la réaction du chlorure de fer(l11) avec les produits
11.2.b. Discussion :

D’apreés la monographie de la pharmacopée japonaise X VI édition, I’hymécromone réagit
avec le chlorure de fer (II), il se produit instantanément une couleur marron noire. Cette

couleur virera, aprés un moment, en jaune marron.
Les résultats obtenus avec le produit P1 sont conformes aux normes de la bibliographie.

Pour les autres échantillons, la couleur de tous les autres tubes a viré, ce qui confirme la
présence d’une fonction phénol libre dans leur structure, a 1’origine de la formation des

complexes colorés avec le FeCls.
11.3. Mesure du point de fusion :
11.3.a. Résultat :

La figure 52 représente les resultats de mesure du Pf du résorcinol : a droite, la lecture et a

gauche, une partie zoomée pour bien montrer le produit fondu.

Figure 52: Point de fusion du R au banc Kofler
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Figure 53: Point de fusion du P1 au banc Kofler

P2a P2b

Figure 54: Point de fusion comparatif du P2a et P2b au banc Kofler
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Figure 55: Point de fusion du P2’au banc Kofler

P3a P3b

Figure 56: Point de fusion comparatif du P3a et P3b au banc Kofler
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Le tableau ci-dessous expose les résultats de la mesure du point de fusion du résorcinol

purifié et de tous les autres produits synthétisés.

Cet essai est le seul réalisé pour P3a, en raison de la faible quantité obtenue.

Echantillon R P1 P2a P2b P2’ P3a P3b
Point ‘i'e 110 192 232 252 250 220 +de 260
fusion (°C)

Tableau XXXV : Point de fusion mesuré pour les différents échantillons
11.3.b. Discussion

Les points de fusion, des références, décrits dans la littérature sont reporteés dans le

tableau suivant :

8-nitro-7- 6-nitro-7- 8-amino-7-
Produit  Résorcinol hymécromone hydroxy-4- hydroxy-4- hydroxy-4-
méthylcoumarine méthylcoumarine  méthylcoumarine
Point de
fusion
(°C) de 110 192 255 255 280
référence

Tableau XXXVI : Point de fusion de références des produits

L’étude comparative des points de fusion des echantillons (cf. tableau XXXV) avec ceux

des références (cf. tableau XXXV1) révéle :

Pour le résorcinol purifié (R) et (P1) : les résultats sont identiques. On peut s’assurer que :

*

% La purification du R a été efficace et satisfaisante.
% Le produit Plest identifié: il s’agit de I’hymécromone, sous réserve des

résultats IR

Pour le (P2a), un écart important existe entre le point de fusion de 1’échantillon avec ceux de
référence des deux produits nitrés. Ceci peut s’expliquer par la présence des impuretés

(surtout le réactif de synthése : hymécromone) responsables de cet abaissement.

Pour le (P2b) et (P2’), leurs points de fusion se rapprochent de ceux des références (derivé 8-
nitré et 6-nitré) avec un léger abaissement (écart de 3°C et 5°C). Ceci oriente que ces deux
produits correspondent aux deux dérivés nitrés, sous reserve des résultats IR, tout en

considérant qu’ils ne sont pas purs.
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Celui du P2b (252°C) est convenable a celui du théorique (255°C) , un écart de 3°C ; ceci
peut étre justifier par la possibilité de I’existence d’impureté avec le produit ; la méme chose
pour le point de fusion de P2°(250°C) ou le point de fusion du 6-nitro-7-hydroxy-4-
méthylcoumarine est de 255°C (écart de 5°C)

Or le point de fusion de P2a (232°C) est informe a celui enregistré en bibliographie, ceci est

dd a une préesence considérable des impuretés.

Le Pf du P3a 220°C est proprement faible par rapport a 280°C (celui du 8-amino-7-hydroxy-
4-méthylcoumarine).On peut juger cette enorme diminution par le fait qu’on a utilisé le P3a,

qui a un point de fusion aussi bas, comme réactif.

Le Pf du P3b (230°C) est en accord avec celui du théorique (280°C) cela est expliqué par la
manipulation avec P2b, qui a un point de fus ion proche des normes, pour la synthése du P3b.

I1.4. Caractérisation par une technique séparative : chromatographie sur
couche mince

I11.4.a. Résultat :

Figure 57: Plaque CCM, du résorcinol purifié et des produits synthetisés, examinée au
visible puis sous UV dans I’éluant N°1
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Figure 58: Plaque CCM, du résorcinol purifié et des produits synthétisés, examinée au

visible puis sous UV dans I’éluant N°2

Front du solvant :

« Eluant N°1 : La hauteur du front du solvant est égale a 5,7 cm

« Eluant N°2 : La hauteur du front du solvant est égale a 5,9 cm

Les résultats des 2 CCM sont exposés dans les 2 tableaux suivants :
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Pour I’éluant n°1 :

Produit Migration (cm) Rf Visible Cou:igrrnpe UV (254 nm)
R 3 0,526 - Gris
P1 2,5 0,438 - Bleu fluorescent
0,2 0,035 Jaune foncé Orange
P2a 0,7 0,122 Jaune clair Gris
3,2 0,561 Jaune clair Gris
0,1 0,017 Jaune foncé Orange
P2b 0,5 0,087 Jaune clair Gris
3,2 0,561 Jaune clair Gris
0,1 0,017 Jaune foncé Orange
p2’ 0,5 0,087 Jaune clair Gris
3,2 0,561 Jaune clair Gris
P3b 1,4 0,245 - Gris

Tableau XXXVII : Résultats de la chromatographie sur couche mince dans I’éluant
N°1 : [Cyclohexane/AcOEt, 10: 10 (v/V)]
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Résultats et Discussions

Produit Migration

(cm)

R 4
P1 4
P2a 1,6
3

4

51

P2b 1,7
3,1

51

P2’ 1,7
3

51

P3b 375

Rf

0,677
0,677
0,271
0,508
0,677
0,864
0,288

0,525
0,864

0,288
0,508
0,864
0.593

Couleur
Visible Lampe UV (254 nm)
- Gris
- Bleu fluorescent
Jaune foncé Orange
Jaune clair Gris

- Bleu fluorescent

Jaune clair Gris
Jaune foncé Orange
Jaune clair Gris
Jaune clair Gris
Jaune foncé Orange
Jaune clair Gris
Jaune clair Gris

- Gris

Tableau XXXVIII : Résultats de la chromatographie sur couche mince dans I’éluant
N°2 : [AcOEt/ CHCI3/ AcOH, 8 :7 :0,5 (v/IVIV)]

11.4.b. Discussion :

L’examination comparative des deux plaques CCM au visible et sous UV (254nm) a

montré :

s Une similitude entre les 2 plagues CCM en ce qui concerne le nombre de taches, leur

couleur a la lumiére visible et sous UV (254 nm), a I’exception de la position 3, dans

I’éluant 2, ou une tache supplémentaire est apparue a distance égale a celle de la tache

unique apparue en position 2 a [Rf =0.677]

K/
°e

plagues CCM.

Une analogie de disposition des taches les unes par rapport aux autres, pour les deux

Cependant la migration des taches de la CCM 2 est plus importante que celle de la

CCM 1, ceci est di a la différence de polarité des deux éluants. En effet :

= [L[’¢luant n°1 est moyennement polaire puisque c’est un mélange de deux

solvants : le cyclohexane qui est apolaire (c’est un cycle dont les barycentres
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des charges positives et les charges négatives sont confondues) et I’ AcOEt qui
est polaire.

= L’¢luant n°2 est trés polaire puisque c’est un mélange de solvants polaires : 1’

AcOEt et le chloroforme.

Donc : les échantillons testés contiennent des groupements polaires: nitro,

hydroxy, cétone..., ce qui confirme les résultats de solubilité.

L’étude des taches, des deux plaques, apparues pour chaque échantillon montre :

%+ L’échantillon 1 : pour les deux plaques CCM, il y a une seule tache ce qui prouve que

le résorcinol est pur.

®,

% L’échantillon 2 : pour les deux plaques, il y a une tache unique, a Rf différent de celui

du résorcinol, ce qui prouve que le produit P2 est pur. Sous UV (254 nm), cette tache

apparait de couleur bleue violacée fluorescente ce qui prouve que cette molécule fait

partie des coumarines hydroxylées.

®,

% Echantillon (3 ,4 ,5) :

Pour I’éluant N°1: on retrouve pour chacun de ces échantillons P3, P4, P5, 3

taches a Rfs similaires. Elles paraissent semblables au visible et sous UV (254

nm), donc chacun de ces 3 échantillons est impur et constitue un mélange de 3

substances mais en proportion différente. La substance correspondante au tache a

Rf tres minime (dans les 3 échantillons), pratiquement il n’y a pas eu de migration,

c’est fort probablement une substance ionisée (interaction ion /dipole). Sa

migration s’est nettement améliorée dans un éluant polaire.

Pour I’¢luant N°2: on note une tache supplémentaire dans I’échantillon 3 a

distance et caractéristiques semblables a celles retrouvées pour le P1, donc : le P2a

purifié est contaminé par son réactif de synthése (P1).

Outre ca, les 3 substances (taches) pour chacun des 3 échantillons migrent avec un

Rf semblables et paraissent sous un aspect similaire, seulement, les proportions

sont différentes :

En bas : -taches jaunes foncé (au visible) abondantes pour P2a et P2b et a
faible abondance pour P3==>probablement c’est le dérivé 8-
nitreé

En haut : -taches a faible abondance pour P2a et P2b et abondante pour

P2’==> probablement c’est le dérivé 6-nitré.
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Au milieu : - taches jaunes clair majoritaires en P2a et P2b et minoritaire en
P2’ ==>on a pens¢ a la formation d’un autre dérivé nitré et qui
ne s’est ¢liminé au cours de I’isolement du P2 et ceci en position
2 car il y a une possibilité de conjugaison.
%+ L’¢échantillon 6 (P3b) : pour les deux éluants, on note la présence d’une seule tache a
Rf différent de tous les autres, donc il s’agit d’une nouvelle substance et que

I’échantillon P3b est compleétement pur.
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11.5. Identification spectrale par analyse Infrarouge :

L’attribution des pics des spectres IR, s’est faite pour chacune des substances analysées,

sur la base des tables IR reprises de la littérature.

I1.5.a. Résorcinol purifié :

I11.5.a.1. Résultat:

Le spectre IR du résorcinol purifié et le spectre de référence sont reportés dans les figures 59

et 60
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Figure 59: Spectre infrarouge du résorcinol purifié
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Figure 60: Spectre infrarouge de référence du résorcinol selon Spectral Database for

Organic Coumpounds
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L’exploitation des résultats du spectre de référence et du spectre pratique a permis

d’établir le tableau comparatif suivant :

Spectre de Spectre pratique (R) Attribution des pics
référence Nb d’ondes en em™

Nb d’ondes en cm’
1

Groupement 3219 3174.47 O-H (ArOH) vibration
fonctionnel d’¢élongation intensité (forte-
large)

1609 1605.59 C=C vibration d’¢longation

(variable) [1,3-bisubstitué, 3H
adjacents]

Empreinte 1481 1486.75 C=C vibration d’¢longation

digitale [1,3-bisubstitué, 3H adjacents],
intensité variable
1381 1373.63 O-H phénol vibration de

déformation, faible intensité
1297 1294.56 C-H vibration de déformation

dans le plan, forte intensité

1168 1166.39 C-O vibration d’¢longation

forte intensité
1145 1143.75 C-O vibration d élongation,
faible intensité

843 841.70 C-H vibration de déformation

hors plan, intensité moyenne
774 770.26 C-H vibration de déformation

noyau benzéne a 3 H adjacents,
moyenne intensité

740 738.10 C-H vibration de déformation
hors du plan, moyenne
intensité

Tableau XXXIX : Analyse comparative du spectre IR du résorcinol purifié (R) avec le
spectre de référence

11.5.a.2. Discussion :

La presence de certaines bandes caractéristiques sur le spectre pratique confirme
I’existence des groupements fonctionnels présents dans le résorcinol tels que :

O-H (3174.47), C=C aromatique (1605.39), C-O (1166.39).

La superposition du spectre pratique avec le spectre de référence montre une analogie, ce
qui confirme I’inertie du résorcinol vis-a-vis du solvant de purification et confirme donc son
identité.
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11.5.b. Produit de réaction de Pechmann P1 :
11.5.b.1.Résultat :

Le spectre IR pratique (P1) est illustré dans la figure ci-dessous :
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Figure 61: Spectre infrarouge du produit P1

Les spectres IR de référence de 1I’hymécromone, repris du Spectral Database for
Organic Coumpounds et de la pharmacopée japonaise XVI*™ édition sont reportés dans
les figures 62 et 63.
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Figure 62: Spectre infrarouge de référence de I’hymécromone selon Spectral Database
for Organic Coumpounds
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Figure 63: Spectre IR de référence de I’hymécromone selon la pharmacopée japonaise
XVI*™ édition
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Le tableau ci-aprés expose I’analyse comparative entre le spectre de référence de

I’hymécromone, repris du Spectral Database for Organic Coumpounds, avec le spectre

pratique (P1).
Spectre de Spectre Attribution des pics
référence pratique (P1)
Nb d’ondes en  Nb d’ondes en
cm* cm?
Groupement 3163 3116.37 ArOH vibration d’¢élongation, intensité
fonctionnel (forte-large)
1679 1673.66 C=0 aromatique vibration
d’¢longation, faible intensité
1572 1584.89 C=C(aromatique) vibration
d’¢élongation, faible intensité
Empreinte 1451 1449.61 C=C(aromatique) vibration
digital d’¢longation, faible intensité
1391 1387.73 O-H phénol, vibration de déformation,
faible intensité
1275 1271.33 ester a-f insaturé vibration d’élongation
1240 1236.69 C-O vibration d’¢élongation (faible)
1215 1211.41 R-O-Ar (éther aromatique) vibration
d’¢élongation, intensité variable
1160 1157,52 C-H (1, 2,4 benzene tri substitué),

vibration de déformation dans le plan,
forte intensité

865 863.53 C-H (1, 2,4benzéne tri substitué),
vibration de déformation, moyenne

Tableau XL : Analyse comparative du spectre IR du P1 avec le spectre de référence de

I’hymécromone
11.5.b.2. Discussion :

On observe I’apparition d’une bande C=0 lactone (1673 .66) alors qu’elle n’existait pas
dans le spectre IR du résorcinol, ceci confirme qu’un nouveau composé différent du 1% s’est

formé.

L’¢étude comparative de la position, la forme et ’intensité des bandes de vibration du
spectre de P1 avec celles du spectre de référence de I’hymécromone confirme que le produit

P1 s’agit de ’hymécromone.
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I1.5.c. Produits de nitration :
11.5.c.1. Résultats des produits P2 (P2a et P2b) :

Les spectres IR des produits P2a et P2b sont reportés, respectivement, dans les figures 64 et
65

o]
o]
-
n |
o
Q |
o
= ) B
5 ol
8
o]
g0
o
c N~
g
[ o
N
n |
©
i
o |
©
(0] < 0O M no [o)oe)e]
] M O - ON <tHS oOwWwYw © v M
o B N O NN owg AN A S
— O d M < - N-H© MmMOH 1 O O
N N O W 0nm =0 J0dAN 0 T W
™ o o o - ahaksl oOWON © 1 <
\ \ \ \ \ \ \
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1
C:\Program Files\OPUS_65\MEAS\3.8 3 ATR platinum Diamond 1 Refl 17/04/2017,

Seite 1von 1

Figure 64: Spectre infrarouge du produit P2a
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Figure 65: Spectre infrarouge du produit P2b
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Le tableau ci-apres expose 1’analyse comparative des spectres IR des produits de nitration des

deux essais P2a et P2b.

Spectre pratique du Spectre pratique Attribution des pics
P2a du P2b
Nb d’ondef duencm Nb d’onc{Les encm
Groupement 3213.39 3266.94 O-H ArOH/ vibration
fonctionnel d’élongation, intensité (forte-
large)
1705.31 1704.95 C=0 o-lactone, vibration
d’¢élongation, faible intensité
1617.60 1618.49 C=C (aromatique) vibration
d’¢élongation, faible intensité
1530.13 1530.49 -NO; (nitro primaire ou

secondaire) vibration
d’¢élongation, faible intensité

Empreinte 1347.05 1347.31 -CHj3 vibration de
digitale déformation, faible intensité
1159.49 1159.53 C-O phénol, vibration
d’élongation, faible intensité.
1066.4 1066.97 C-O vibration d’élongation,
faible intensité
913.20 912.57 CC-NO, vibration,
moyenne intensite
853.78 854.35 N-O vibration d’élongation,
faible intensité
818.16 818.32 N-QO vibration d’élongation,

faible intensité

Tableau XLI : Analyse comparative des spectres IR des produits P2a et P2b
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11.5.c.2. Résultat du P2’ :

Le spectre IR du produit P2’ est illustré sur la figure ci-apres.
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Figure 66: Spectre infrarouge de I’isomére structural P2’
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Résultats et Discussions

Le tableau ci-dessous indique I’analyse des bandes du spectre IR de I’isomére structural

du P2 : produit P2’.

Spectre pratique P2’
Nb d’ondes en cm™

Attribution des pics

Groupement fonctionnel 3054.87 O-H /ArOH/ vibration d’élongation,
intensité (forte-large)
1729.10 C=0 0-lactone, vibration d’¢élongation,
faible intensité
1633.94 C=C (aromatique) vibration
d’¢élongation, faible intensité
1530.64 -NO, vibration d’élongation, faible
intensité
Empreinte digitale 1487.67 C-CH3 vibration de déformation, faible
intensité, asymétrique
1378.65 C-CH; vibration de déformation, faible
intensité
1158.07 C-O phénol, vibration d’élongation,
faible intensité.
1052.66 C-O vibration d’élongation, faible
intensité
910.00 C=C-NQO, vibration, moyenne
intensité
891.17 O-H vibration de déformation,

intensité variable

Tableau XLI1: Analyse du spectre IR de I’isomére structural P2’

11.5.c.3. Discussion:

Pour les 3 spectres IR (P2a, P2b et P2’), il y a eu conservation des pics caractéristiques

de la structure coumarinique, avec apparition d’une bande de la liaison -NO, [(1530.13)/

(1530 .49)/(1530.64], alors qu’elle n’existait pas sur le spectre du P1, ce qui confirme la

production d’un nouveau composé nitré .

L’étude comparative de la position, la forme et I’intensité des bandes indique une

superposition des spectres IR de P2a et P2b.

L’analyse des trois spectres IR a conclu que les trois produits P2a, P2b, P2’ sont des

dérivés nitrés du 7-hydroxy-4-méthylcoumarine, sans pour autant, pouvoir faire une

distinction entre les deux isoméres (6-nitré et 8-nitré).
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Résultats et Discussions

11.5.d. Produit de réduction P3b :
11.5.d.1. Résultat :

Le spectre IR du produit P3b est reporté sur la figure ci apres.
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Figure 67: Spectre infrarouge du P3b
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Résultats et Discussions

Le tableau suivant présente 1’attribution des différents pics caractéristiques du spectre P3b.

Spectre pratique (P3b)
Nb d’ondes en cm’

Attribution des pics

Groupement fonctionnel 2876 .63

1713 .26
1622.42

1584.20

1461.12
Empreinte digital
1384.20

838.33

O-H /Ar-OH/ vibration
d’¢longation, intensité (forte-
large)

C=0 o-lactone, vibration
d’élongation, faible intensité
C=C (aromatique) vibration
d’¢élongation, faible intensité
N-H vibration de
déformation, (faible-moyenne)
intensité
C-CHs; vibration de
déformation, faible intensité,
asymeétrique
O-H phénol, vibration de
déformation, faible intensité
C-CH3(noyau benzene
contient deux atomes H
adjacents)vibration de
déformation, variable intensité

Tableau XLIII: Analyse du spectre IR du produit P3b

11.5.d.2. Discussion :

L’analyse de 1’allure du spectre IR du P3 indique 1’apparition d’une nouvelle bande de

vibration de déformation de la liaison N-H en 1584.20 cm™ ce qui prouve que la réduction du

groupement nitro s’est bien réalisée.

Les bandes d’absorption caractéristiques de la structure coumarinique existent aussi, ceci

confirme que le produit P3 est un dérivé aminé du 7-hydroxy-4-méthylcoumarine.
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Canclusion et pewspectives

L’évolution de I’industrie pharmaceutique représente 1’un des indices majeurs du
développement d’un pays. Elle est en croissance accrue, dans certains d’eux, grace aux

progrés et moyens que mettent les autorités a la disposition des laboratoires de recherche.

L’objectif du présent travail est de synthétiser une coumarine, non seulement
commercialisée actuellement pour son action hépatotrope, mais aussi douée, selon des
recherches et études récentes, d’une excellente activité inhibitrice de I’acide hyaluronique lui
permettant d’étre indiquée pour le cancer de la prostate et du sein: il s’agit de
I’hymecromone. Cette substance est ensuite identifiée et sa pureté est contrblée, elle
constituera un précurseur pour la synthese d’autres molécules ayant des intéréts
thérapeutiques  variés tels que 6-méthyl-2-[3’,4’-dichlorobenzayl]-8H-pyrano[2,3-€]
benzoxazol-8-one, le 6-méthyl-2-benzayl-8H-[2,3-e]benzoxazol-8-one et le 3-chloro-7-methyl
-9H-pyrano [2, 3-e] benzo-1, 4-oxazine-2,9-dione. La nitration suivie de I’amination réductive

de ’hymécromone sont nécessaires pour parvenir a ces molécules.

La synthese de 1’hymecromone, par la réaction de pechmann, était efficace avec un
rendement de 62,11%. L’acide sulfurique utilisé s’est avéré un bon catalyseur par sa
disponibilité, son efficacité et son colt. Seulement sa toxicité et les probléemes de corrosion,

qu’il engendre, peuvent géner la manipulation sans pouvoir la limiter.

L’utilisation de I’amberlyst-15 comme catalyseur aurait pu éviter ces inconvénients et

améliorer encore plus le rendement, seulement son codt reste onéreux.

La nitration de I’hymecromone, par un mélange sulfo-nitrique, a abouti a un dérivé 8-
nitré avec un bon rendement (83 % pour 1’essai a et 63% pour 1’essai b). Un isomere

structural est apparu simultanément en quantité non négligeable : c’est un dérivé 6-nitre.

L’amination réductrice du dérivé 8-nitré, par I’acide chlorhydrique et la poudre de fer,
était peu efficace, (2,3% pour I’essai a et 5,3% pour 1’essai b). La qualité de la poudre de fer
utilisée dans le second essai et la contamination, dans le premier essai, du dérivé 8-nitré (de

I’essai a) pourraient en étre la cause.

D’une part, le remplacement du fer par d’autres métaux (zinc, étain) ou I’amination, par
transfert d’hydrogene, par un composé donneur tel que le chlorure d’ammonium, et d’autre

part, une excellente pureté des réactifs de base, pourraient améliorer le rendement.



Canclusion et pewspectives

Tous les produits synthétisés ont été ensuite caractérisés, identifiés et enfin, leur pureté

est testée.

La caractérisation s’est réalisée par le test de solubilité¢, dont les résultats ont prouvé
I’existence des groupements polaires caractéristiques de la structure coumarinique, et par la

réaction au chlorure ferrique qui a confirmé la présence de la fonction phénol.

L’identification s’est effectuée par la mesure du point de fusion dont les résultats de
I’hymecromone et des produits (nitré et aminé¢) de I’essai « b » étaient satisfaisants. Par
contre, ceux de I’essai « @ » ne I’étaient pas. L’identification s’est aussi réalisée par une étude
spectrale : analyse infrarouge. Cette analyse a prouvé son importance dans 1’identification des
groupements fonctionnels de la structure coumarinique et ceux spécifiques pour chaque

produit synthétisé.

La pureté des produits est effectuée par mesure de point de fusion qui a conclu a une
pureté trés satisfaisante pour I’hymecromone, acceptable pour les produits (nitré et aminé) de
I’essai « b », si on néglige pour le produit aminé, la présence de la poudre de fer pouvant
facilement étre éliminée par recristallisation et dont la quantité du produit obtenu a limité sa

réalisation. Cependant la pureté des produits (nitré et aminé) de 1’essai « a » était mediocre.

La pureté a été aussi déterminée par une analyse séparative : chromatographie sur couche
mince, qui a confirmé les résultats précédents en détectant I’hymecromone comme seule
impureté différenciant les deux essais «a» et «b». La CCM a aussi révélé la présence de
deux autres taches dans les produits de nitration des deux essais. Il s’agit probablement d’un

dérivé 6-nitré et un dérivé 5-nitré (par effet électro-attracteur du groupe lactone).

La spectroscopie par résonance magnétique nucléaire a proton ou la spectroscopie de

masse aurait pu identifier la structure de ces deux impuretés de synthese.

La faible quantité du produit aminé synthétisé et I’'importante durée de chauffage a reflux

(minimum 10 heures) ont limité la réalisation de notre objectif.

L’intérét thérapeutique des produits synthétises pourrait étre démontré par des essais
précliniques sur culture cellulaire (pour 1’activité cytotoxique) ou sur animaux de laboratoire

(pour I’activité anti-inflammatoire).
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Hymécromone

PHARMACOPEE EUROPEENNE 6.0

— phase stationnaire : gel de silice octadécylsilylé pour
chromatographie, désactivé pour les bases R (3 ym).

Phase mobile : dissolvez 0,5 g de méthanesulfonate de
sodium R dans un mélange de 14 ml de triéthylamine R, de
300 ml d’acétonitrile R et de 686 ml d’eau R, puis ajustez

a pH 2,7 avec de 'acide sulfurique R.

Débit : 1 ml/min.

Détection : spectrophotometre & 230 nm.

Injection : 20 pl.

Enregistrement : 2,5 fois le temps de rétention de

I’hydroxyzine.

Conformité du systeme : solution témoin (a) :

— rapport pic/vallée : au minimum 10, avec H, = hauteur
au-dessus de la ligne de base du pic immédiatement avant
le pic da & I'’hydroxyzine et H, = hauteur au-dessus de la
ligne de base du point le plus bas du tracé entre ce pic
et celui da & I’hydroxyzine.

Limites :

— toute impureté : pour chaque impureté, au maximum 1/3

de la surface du pic principal du chromatogramme obtenu
avec la solution témoin (b) (0,1 pour cent),

— total : au maximum la surface du pic principal du
chromatogramme obtenu avec la solution témoin (b)
(0,3 pour cent),

— limite d’exclusion : 0,1 fois la surface du pic principal
du chromatogramme obtenu avec la solution témoin (b)
(0,03 pour cent).

Métaux lourds (2.4.8) : au maximum 10 ppm.

12 ml de solution S satisfont a ’essai A. Préparez la solution
témoin avec la solution a 1 ppm de plomb (Pb) R.

Perte a la dessiccation (2.2.32) : au maximum 5,0 pour cent,
déterminé a I'étuve a 105 °C sur 1,000 g de chlorhydrate
d’hydroxyzine.

Cendres sulfuriques (2.4.14) : au maximum 0,1 pour cent,
déterminé sur 1,0 g de chlorhydrate d’hydroxyzine.
DOSAGE

Dissolvez 0,200 g de chlorhydrate d’hydroxyzine dans 10 ml
d’acide acétique anhydre R. Ajoutez 40 ml d’anhydride
acétique R et titrez par l'acide perchlorique 0,1 M.
Déterminez le point de fin de titrage par potentiométrie
(2.2.20).

1 ml d’acide perchlorique 0,1 M correspond & 22,39 mg
de C,H,,CL,N,0,.

CONSERVATION
En récipient étanche, a 'abri de la lumiére.

IMPURETES

R R
.

O

A. R=H, R’ = Cl: (RS)-1{(4-chlorophényl)phénylméthyl]-
pipérazine,

et énantiomere

B. R = CH,-CH,-0-CH,-CH,-OH, R’ = H : 22-[4-
(diphénylméthyl)pipérazin-1-yl]éthoxy]éthanol
(décloxizine).

01,/2008:1786
corrigé 6.0
HYMECROMONE
Hymecromonum
HO (6] (0]
=
CHg
C,,H,0, M. 176,2
[90-33-5]
DEFINITION

7-Hydroxy-4-méthyl-2H-1-benzopyran-2-one.
Teneur : 99,0 pour cent a 101,0 pour cent (substance
desséchée).

CARACTERES

Aspect : poudre cristalline sensiblement blanche.
Solubilité : trés peu soluble dans ’eau, assez soluble dans
le méthanol, peu soluble dans le chlorure de méthyléne.

L’hymécromone se dissout dans les solutions diluées
d’ammoniaque.

IDENTIFICATION

Spectrophotométrie d’absorption dans I'infrarouge (2.2.24).
Comparaison : hymécromone SCR.

ESSAI

Absorbance (2.2.25). Dissolvez 50 mg d’hymécromone
dans 10 ml de solution tampon chlorure d’ammonium

pH 10,4 R et complétez a 100,0 ml avec de 'eau R. A 1,0 ml
de solution, ajoutez 10 ml de solution tampon chlorure
d’ammonium pH 10,4 R et complétez & 100,0 ml avec de
I'eau R. Examinée de 200 nm a 400 nm, la solution présente
2 maximums d’absorption a 229 nm et 360 nm et un
minimum d’absorption a 276 nm. L’absorbance spécifique
au maximum a 360 nm est de 1020 a 1120.

Substances apparentées. Chromatographie liquide (2.2.29).

Solution tampon. A 280 ml d’une solution de phosphate
monosodique R a 1,56 g/1, ajoutez 720 ml d’une solution de
phosphate disodique R a 3,58 g/1. Ajustez a pH 7 avec une
solution d’acide phosphorique R & 100 g/1.

Solution a examiner. Dissolvez 10 mg d’hymécromone dans
la phase mobile et complétez & 10,0 ml avec la phase mobile.

Solution témoin (a). Dissolvez 20 mg d’hymécromone SCR,
10 mg d’impureté A d’hymécromone SCR et 10 mg
d’impureté B d’hymécromone SCR dans la phase mobile et
complétez & 100,0 ml avec la phase mobile.

Solution témoin (b). Prélevez 1,0 ml de solution témoin (a)
et complétez a 200,0 ml avec la phase mobile.

Colonne :
— dimensions : [=0,25m, @ =4 mm,

— phase stationnaire : gel de silice octadécylsilylé pour
chromatographie R (10 um) & particules sphériques.

Phase mobile : méthanol R, solution tampon (465:535 V/1).
Débit : 1,0 ml/min.

Détection : spectrophotomeétre & 270 nm.

Injection : 20 pl.

Enregistrement : 1,5 fois le temps de rétention de
I’hymécromone.

2260

Voir la section d’information sur les monographies générales (pages de garde)



JP XVI

absorption spectrum of the solution as directed under Ultra-
violet-visible Spectrophotometry <2.24>, and compare the
spectrum with the Reference Spectrum: both spectra exhibit
similar intensities of absorption at the same wavelengths.

(3) Perform the test with Hydroxyzine Pamoate as di-
rected under Flame Coloration Test <1.04> (2): a green color
appears.

(4) To 1 mL of the water layer obtained in (1), add 2 mL
of 1 mol/L hydrochloric acid TS: a yellow precipitate is pro-
duced. Collect the precipitate, dissolve the precipitate in 5
mL of methanol, and add 1 drop of iron (III) chloride TS: a
green color is produced.

Purity (1) Clarity and color of solution—Dissolve 1.0 g
of Hydroxyzine Pamoate in 10 mL of N,N-dimethylfor-
mamide: the solution is clear, and shows a slightly greenish,
light yellow-brown color.

(2) Chloride <1.03>—To 0.3 g of Hydroxyzine Pamoate
add 6 mL of dilute nitric acid and 10 mL of water, shake for
5 minutes, and filter. Wash the residue with two 10-mL por-
tions of water, combine the washings with the filtrate, and
add water to make 50 mL. Perform the test using this solu-
tion as the test solution. Prepare the control solution with
0.80 mL of 0.01 mol/L hydrochloric acid VS (not more than
0.095%).

(3) Heavy metals <1.07>—Proceed with 1.0 g of Hydro-
xyzine Pamoate according to Method 2, and perform the
test. Prepare the control solution with 2.0 mL of Standard
Lead Solution (not more than 20 ppm).

(4) Arsenic <I.1I>—Prepare the test solution with 2.0 g
of Hydroxyzine Pamoate according to Method 3, and per-
form the test (not more than 1 ppm).

(5) Related substances—Dissolve 0.40 g of Hydroxyzine
Pamoate in 10 mL of a mixture of sodium hydroxide TS and
acetone (1:1), and use the solution as the sample solution.
Pipet 1 mL of the sample solution, add a mixture of sodium
hydroxide TS and acetone (1:1) to make exactly 20 mL.
Pipet 5 mL of this solution, add a mixture of sodium hy-
droxide TS and acetone (1:1) to make exactly 50 mL, and use
the solution as the standard solution. Perform the test with
these solutions as directed under Thin-layer Chromatogra-
phy <2.03>. Spot 5 uL each of the sample solution and stand-
ard solution on a plate of silica gel for thin-layer chromatog-
raphy. Develop the plate with a mixture of ethyl acetate,
ethanol (95) and ammonia TS (150:95:1) to a distance of
about 10 cm, and air-dry the plate. Spray evenly hydrogen
hexachloroplatinate (IV)-potassium iodide TS on the plate:
the spots other than hydroxyzine and pamoic acid obtained
from the sample solution are not more intense than the spot
from the standard solution.

Water <2.48> Not more than 3.0% (1 g, volumetric titra-
tion, direct titration).

Residue on ignition <2.44> Not more than 0.5% (1 g).

Assay Weigh accurately about 0.6 g of Hydroxyzine Pamo-
ate, add 25 mL of sodium hydroxide TS, shake well, and ex-
tract with six 25-mL portions of chloroform. Filter each ex-
tract through 5 g of anhydrous sodium sulfate on a pledget
of absorbent cotton. Combine the chloroform extracts, and
evaporate the combined chloroform extracts on a water bath
to about 30 mL. Add 30 mL of acetic acid (100), and titrate
<2.50> with 0.1 mol/L perchloric acid VS until the color of
the solution changes from purple through blue to blue-green

Official Monographs / Hymecromone 939

(indicator: 2 drops of crystal violet TS). Perform a blank de-
termination.

Each mL of 0.1 mol/L perchloric acid VS
= 38.16 mg of C21H27C1N202.C23H1606

Containers and storage Containers—Tight containers.

Hymecromone

HO. o} o}
1404
C10H803: 176.17

7-Hydroxy-4-methylchromen-2-one
[90-33-5]

eEX70E>

Hymecromone, when dried, contains not less than
980% of C10H303.

Description Hymecromone occurs as white crystals or crys-
talline powder. It is odorless and tasteless.

It is freely soluble in N,N-dimethylformamide, sparingly
soluble in ethanol (95), in ethanol (99.5) and in acetone,
slightly soluble in diethyl ether, and practically insoluble in
water.

Identification (1) Dissolve 2 mg of Hymecromone in 5
mL of ammonia-ammonium chloride buffer solution, pH
11.0: the solution shows an intense blue-purple fluorescence.

(2) Dissolve 0.025 g of Hymecromone in 5 mL of diluted
ethanol (95) (1 in 2), and add 1 drop of iron (III) chloride
TS: initially a blackish brown color develops, and when
allowed to stand the color changes to yellow-brown.

(3) Determine the absorption spectrum of a solution of
Himecromone in ethanol (99.5) (1 in 250,000) as directed
under Ultraviolet-visible Spectrophotometry <2.24>, and
compare the spectrum with the Reference Spectrum: both
spectra exhibit similar intensities of absorption at the same
wavelengths.

(4) Determine the infrared absorption spectrum of
Himecromone, previously dried, as directed in the potassium
bromide disk method under Infrared Spectrophotometry
<2.25>, and compare the spectrum with the Reference Spec-
trum: both spectra exhibit similar intensities of absorption at
the same wave numbers.

Melting point <2.60> 187 - 191°C.

Purity (1) Chloride <1.03>—Dissolve 0.8 g of Hymecro-
mone in 40 mL of a mixture of acetone and water (2:1), and
add 6 mL of dilute nitric acid and a mixture of acetone and
water (2:1) to make 50 mL. Perform the test using this solu-
tion as the test solution. Prepare the control solution as
follows: to 0.25 mL of 0.01 mol/L hydrochloric acid VS add
6 mL of dilute nitric acid and a mixture of acetone and water
(2:1) to make 50 mL (not more than 0.011%).

(2) Sulfate <1.14>—Dissolve 0.8 g of Hymecromone in 40
mL of a mixture of acetone and water (2:1), and add 1 mL
of dilute hydrochloric acid and a mixture of acetone and
water (2:1) to make 50 mL. Perform the test using this solu-



Spectroscopic Data Chemistry

10. Compounds containing nitrogen-oxygen bond

Nitrates (O-NO,), NO, str.. asym
nitramines,nitro NO,. str.. sym.
(compounds CC-NQO,) C-N vib.
Nitroso compounds  (R-C-N=Q)
alkyl, aromatic N=Q str.
(a—halogeno, aliphatic N=0 str.
Nitrites (R~O-N=0)

trans form N=0 str.

N-O str.

O-N=0 def.
Cis form N=0Ostr.

N-O str.

O-N=0 def.

overtone
Nitrosamines N=O str.
(R-N-N=0)

N-N str.

N-N = 0 def.
Azoxy comp. N-O str.
(R-N-N-0)
11. Sulfur compounds

S-H str.

C-Sstr.

C=Sstr.
Thioketone C=S str.
Thioamide C=Sstr.
Covalent sylfates S=0 str., sym..
(RO}, SO, S=0 str., asym.
Covalent sylfonates ~ S=0 str. sym.
(R,-0-80,-R,) S$=0 str.. asym.
Sulfonyl chlorides S=O0 str., sym.
(R-S0,CI) S=0 str.. asym.

Sylfonamides S=0 str.. sym.

1590-1500
1390-1250
920-830

1550-1500
1620-1560

1680-1650
815-750
625-565

1625-1610
850-810
690-615

3360-3220

1500-1480

1460-1440

Ca. 1050
Ca. 660
1310-1250

2600-2550
700-570
1675-1130
1250-1020
1300-1100
1440-1350
1230-1150
1420- 1330
1200-1145
1375-1340
1190-1160
1370-1300

6.29-6.67
7 20-8.00
10 88-12.05

6.45-6.67
6.17-6.47

5.95-6.05
12 27-13.33
16.00-17.70
6.16-6.21
11.76-12.35
14.49-16.26
2.98-3.11
6.67-6.76

6.85-6.94

Ca. 9.52
Ca. 15.15
7.63-8.00

3.85-3.92
14.18-17.54
5.97-8.85
8.0-9.8
7.69-9.9
6.94-7.41
8.13-8.70
7.04-7 52
8.33-8.73
7.27-7.46
8.40-8.62
7.30-7.69

s.Vapor
phase

s. solution
phase

£ £

I I

wow



1780-1760

1780-1740
1760-1730
1760-1720
1755-1740
1755-1730
1755-1720
1750-1740
1750-1735

i750-1735

1745-1725
1750-1700
i740-1720

1740-1715
1735-1700
1730-1710
1730-1700
1730-1715
1730-1700
1725-1705
1725-1700

1725-1695
1720-1700
1715-1700
1715-1695
1715-1680
1710-1690
1710-1670

1705-1685
ca. 1700

5.62-5.68

5.62-5.75
5.68-5.78
5.68-5.81
5.70-5.75
5.70-5.78
5.70-5.81
5.71-5.75
5.71-5.76

5.71-5.76

5.73-5.80
5.71-5.88
5.75-5-81
5.75-5.83
5.76-5.88
5.78-5.85
5.78-5.88
5.78-5.83
5.78-5.88
5.80-5.87
5.80-5.88

5.80-5-90
5.81-5.88
5.83-5.88
5.83-5.90
5.83-5.95
5.85-5.92
5.85-5.99

5.78-5.93
ca. 5.88

v

v own

I

Spectroscopic Data Chemistry

Ketones. 4 ring, sat.

v lactone

Acychc acid anhydrides
Simple B lactams

Conj. acyclic anhydrides

o keto esters, o diesters
o—amino acid hydrochloride
Dicarboxylic a-amino acids
Ketones. 5 ring

v-keto esters, diesters,
nonenolic B-keto esters
Sat. aliphatic esters,
a-lactones
CO-O~CH,~CO-

Fused ring v lactams

Sat. aliphatic aldehydes
o-halogeno carboxylic acids
Urethanes

-CO-CO-

Amino acid hydrochlorides
o, B unsat., aryl esters
Dicarboxylic amino acids
~CO-CH,~CH,~CO~

Sat. aliphatic acids,

dimer, acyclic,
CH,~CO-CH,—ketones
o-amido acids

Ketones, 6-ring

Ketones. 7-ring

Aryl aldehydes

o, B unsat, acids
Carbamates. amide | band
—CO-NH-CO-, amide

I band

o, B unsat. aldehydes
Simple y lactams. amide

I band

C=0 sir.
C=0 str.
C=0 str.
C=0 str.
C=Qstr.
C=0 str.
C=0 str.
C=0 str.

C=0 str.

C=0 str.
C=0 str.
C=0 str.
C=0 str.
C=0 str.
C=0 str.
C=0 str.
C=0 str.
C=0 str.
C=0 str.
C=0 str.

C=Ostr.
C=0 str.
C=0 str.
C=0 str.
C=0 str.
C=0 str.
C=0 str.

C=0 str.
C=0 str.

C=0 str
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ca. 1660

1660-1640

1660-1610

1660-1580

1660-1480

1655-1635

1655-1635

1655-1610

1655-1610

ca. 1650

1650-1590

1650-1620

1650-1580
1650-1580
1650-1550
1645-1640
1640-1605

1640-1535

1630-1575
ca. 1625

ca. 6.02

6.02-6.10

6.02-6-21

6.02-6.33

6.02-6.76

6.04-6.12

6.04-6.12

6.04-6.21

6.04-6.21

ca. 6.06

6.06-6.31

6.06-6.17

6.06-6.33
6.06-6.33
6.06.-6.45
6.08-6.10
6.10-6.23

6.10-6.52

6.14-6.35
ca. 6.16

Spectroscopic Data Chemistry

Ureas (NH-CO-NH).

amide I band C=0 str
Alkenes (CR,R, =CH,) C=C Str.
Amino acids

containing NH, group.

amino acid I band NH," def.
Alkenes conj. with

C=0or C=C C=Cstr.
Thiazoles {cyclic o,

sat. C=N) C=N str.
Enolic B-keto esters,

chelated C=0 str.
Quinones, 2 CO’s in

2 rings C=Ostr.
0-CO-CH,~OH (or

NH,). H-bonded C=0 str.
Nitrates (RONO,),

asym, vibration NO, str.

Primary amides. amide

I band C=0 str.
Prim. amides, amide

11 band, combination

NH def. + CN str. NH def. + CN str.
Amido acids, amide

I band- C=C+C=Nstr.
pyrimidines, quinolines

Prim. amines NH def.
Sec. amines NH def.
Alkenes (CHR=CH,) C=C str.
Alkyl nitroguanidines,

asym. NO, vibrations NO, str.
Ketones (-CO-CH,—CO ‘

or -CO-C=C-0OH) C=0 str.
Azo compounds N=N str.

Alkenes:, phenyl
conj. C=C C=C str.
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1625-1610

1625-1575

1620-1600
1620-1600

1620-1590

1620-1560
1620-1560
1610-1590
1610-1550

Ca. 1600
1600-1575

1600-1560

1590-1575
1590-1575
1585-1530
1580-1570

1580-1550

1580-1520

1570-1515

6.16-6.21

6.16-6.35

6.17-6.25
6.17-6.25

6.17-6.31

6.17-6.41
6.17-6.41
6.21-6.29
6.21-6.45

ca. 6.25
6.25-6.35

6.15-6.41

6.29-636
6.29-6.36
6.31-6.54
6.33-637

6.33-6.45

6.33-6.58

6.37-6.60

Nitrites (RON=0 cis
form)

Aromatic homocyclic
comp.

Tropolones

Amido acids, amide
I band

Prim. amides, amide
II band. combination
NH def. + CN str.
Nitroso compounds,
o halogeno

41

N=O str.

C=C i—p vib.
C=0 str.

NH def. +
CN str.

N=N str.

Charged amine derivatives ~ NH," def.
Amino acid hydrochlorides ~ NH," def.

Carboxylate ion,
asym. str.

Charged amine derivatives ~ NH," def.

a. oo —dihalogenonitro
compounds

Amino acid salts,

all amino acids

with ionized carboxyl
Aromatic homocyclic
comp. C=C
Nitroureas

Saturated nitramines
a-halogenonitro
compounds

Nitrogen heterocycles,-

combination, C=C
and C=N str.
Pyrimidines and
purines, combination,
C=C and C=N str.
Sec. acyclic amides,
amide I band,
combination NH def.
and CN str.

NO, str.

C=0 str.

i—p str.
NO, str.
NO, str.

NO, str.

v

C=C+ C=Nstr."

C=C+C=N str.

NH def. + CN str
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885-870 11.30-11.50 m. 1,2.4-trisubstituted benzene,

another peak at 852-805 C-H def.
ca. 870 11.50 (Ca.) m. Pentasubstituted

benzene C—H def.
870-800 11.50-12.50 V. Benzene ring

containing two adjacent

H atoms C-H def.
840-790 11.90-12.66 s. Trisubstitutated alkenes C—H def.
810-750 12.34-13.34 V. Benzene ring with three

adjacent H atoms C-H def.
800-600 12.50-16.67 s. Halides C—Cl str.
770-735 12.98-13.61 V., S. Benzene ring with

four adjacent free H

atoms C-H def.
770-730 12.98-13.70 V., S. Benzene ring with five

adjacent free H atoms,

second peak at C-H def.

710-690
ca. 690 ca. 14.50 S. Disubstituted alkenes

(R,CH=CHR)) cis C-H def.
ca. 650 ca. 15.40 s. Sulfonic acids S=0 str.
ca. 630 ca. 15.90 S. Alkynes C—H def.
600-500 16.60-20.00 S. Bromides C-Br str.
ca. 500 ca. 20.00 s. lIodides C—I str.
s=strong absorption v.=variable intensity vib.=vibrating  bon.=bonded

m.=medium absorption
w.=weak absorption

sh.=sharp peak

d.=doublet

br=broad absorption  mit.=multipiet

Table 2.2a: Infrarred absorption frequencies of alkenes

sat.=saturated

Alkene type

Vibration mode

Frequency, Wave Relative

em™! length, p intensity

RCH=CH, (Vinyl)

H H
el
R H

C-H str. (CH,)
C-H str. (CHR)
Overtone

C=C str.

3095-3075 3.23-3.25 m
3040-3010 3.29-3.32 m
1850-1800  5.40-5.56 m
1645-1640  6.08-6.10 v



Résumé

Les coumarines constituent une grande classe d’hétérocycles. La plupart d’entre elles, sont
douées d’activités biologiques variées. L’objectif de notre étude est de synthétiser, par
réaction de pechmann, une coumarine a action hépatotrope et cytotoxique, dérivee de
I’ombélliférone : 1’hyméchromone. Elle est ensuite nitrée en 8-nitro-7-hydroxy-4-
méthylcoumarine puis, par réaction d’amination réductrice, réduite en dérivé 8-aminé. Deux
essais differents sont effectués pour les deux derniéres synthéses. Les produits ainsi obtenus,
seront d’abord caractérisés par solubilité, réaction chimique au chlorure ferrique ;ensuite,
identifiés par mesure du point de fusion et spectroscopie infrarouge. Enfin, leur pureté est
déterminée par mesure du point de fusion et par chromatographie sur couche mince. Les
résultats ont conclu a un rendement satisfaisant pour les deux premiéres synthéses mais
médiocre pour la derniére. La pureté de I’hyméchromone était excellente, celle des produits
de I’essai « b » acceptable, mais celles de I’essai « a » médiocre.

Mots clés : coumarine, hymecromone, pechmamnn, nitration, réduction, pureté
Abstract :

The coumarin constituted a large heterocyclic class; most of it have differents biological
activities . The objectif of our study is to synthesize a coumarin , wich has an hepatotropic and
cytotoxic action, by pechmann condensation, it is an umbeliferon derived :hymecromone. It’s
than nitrated to 8-nitro-7-hydroxy-4methylcoumarin and after that, reduced to 8-amine by
reductive amination reaction.Two different tests have been excuted for last two syntheses.
Thus, the products obtained will firstly be characterized by solubility, chemical reaction with
ferric chloride, and then identified by measurement of the melting point and infrared
spectroscopy. Finally, their purity is determined by measuring the melting point and by thin-
layer chromatography. The results showed a satisfactory performance for the first two
syntheses but mediocre for the latter. The purity of the hymchromone was excellent, that of
the products of test "b" acceptable, but those of test "a" mediocre.

Key words: coumarin, hymecromon, pechmann, nitration, reduction, purity
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