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Introduction générale

Dés le début de son aventure, 'nomme a mis des couleurs dans sa vie. Il a d'abord
utilisé les pigments des « terres colorées », puis ceux des fibres végétales et animales.
Les colorants par définition sont des substances fortement colorées, ils peuvent étre naturels
(d'origine animale, végétale) ou synthétiques. Ces derniers sont actuellement les plus utilisés,
ils ont la propriété de colorer durablement le support sur lequel ils sont appliqués. En général,
les produits utilisés comme colorants sont des composés organiques insaturés et aromatiques
[1]. Leur coloration intrinséque est principalement due a la présence de groupes chimiques
insaturés appelés chromophores. Parmi les principales familles distinguées par le classement
chimique des colorants, on a effectué notre recherche sur les colorants azoiques, ces derniers
représentent environ 50 % de la production mondiale des substances colorantes et ils ont un
domaine d'application trés large [2]. lls sont des composés contenant le groupement d’atomes
azo (-N=N-), de formule générale (R-N=N-R") [3].

Ces composés sont obtenus en traitant des amines primaires aromatiques par l'acide
nitreux, selon une réaction appelée diazotation. Les sels de diazonium sous leurs formes pures
et seches, peuvent participer a un grand nombre de réactions, et ont donc une grande
importance en synthése organique. La réaction la plus importante faisant intervenir les
composés diazoiques est la réaction de couplage avec des composés aromatiques. Les deux
composes se condensent et forment une grande molécule dans laquelle les deux noyaux
aromatiques sont reliés par un groupe diazoique. Le composé ainsi formé est appelé composé
azoique ou colorant azoique. Il est stable et coloré [4]. Dans le domaine pharmaceutique, la
liaison azoidale a été utilisée pour protéger le médicament contre les indésirables et les

infections streptococciques [5].

Ces propriétés pharmacologiques importantes ont suscité notre intérét dans I'étude de
la réaction de condensation de la 4-hydroxycoumarine avec des colorants azoiques synthétises
dans le but de tester 1’activité antioxydante des azo-coumarines obtenus.

Les coumarines constituent l'une des grandes classes des composés d'origine naturelle,
leurs intéréts pour la chimie se poursuivent sans relache en raison de leurs utilités en tant que
molécules biologiquement actives. Elles représentent également la structure de base de

plusieurs molécules de produits pharmaceutiques importants [6].

Le travail que nous présenterons dans ce mémoire est réparti en trois chapitres :
Le premier chapitre sera consacré a une étude bibliographique répartie en deux étapes, la
premiére sur les colorants azoiques, leurs synthéses et leurs applications. La deuxiéme sur les

coumarines et leurs propriétés biologiques.
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Dans le second chapitre, une stratégie efficace et économique sera donnéee pour la préparation
d’une série de colorants azoiques suivant une réaction de diazotation d’une amine primaire
aromatique suivie d’une réaction de copulation avec le salicylaldéhyde, d'une part, et une
réaction de condensation des colorants obtenus avec la 4-hydroxycoumarine pour synthétiser
des azo-coumarines d’une autre part.

Dans le troisieme chapitre, nous allons évaluer I’activité antioxydante des différents produits
synthétisés par la méthode du radical libre DPPH" .

Enfin, nous terminerons par une conclusion générale récapitulative de I’ensemble de nos

résultats.
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Chapitre | Synthése bibliographique

I-1-Généralités sur les colorants azoiques

Nous vivons dans un monde ou tout est coloré, ces colorants sont de plus en plus des
colorants de synthese, en raison de leur facilité et rapidité de production et aussi de leur
grande variété de couleurs, si on les compare aux colorants naturels. Tous ces colorants sont
des composes aromatiques, dont les électrons délocaliseés peuvent absorber la lumiere pour
certaines longueurs d’onde. Les propriétés colorantes des composés organiques dépendent de

leurs structures et de leurs compositions chimiques [4].

I-1-1-Définition de colorant

Un colorant est une substance fortement colorée qui interagit avec le milieu dans lequel
elle est introduite, et le colore en s'y dispersant.
Un colorant est généralement constitué de trois parties :

+ Un chromophore qui est en quelque sorte la portion responsable de la couleur du
composé, il possede la propriété d'absorbance dans le domaine du visible et de l'ultraviolet.
Les trois chromophores les plus importants en organique, sont I'azobenzéne, le

triphénylméthane et I'anthraquinone, leurs structures sont les suivantes :
I
C
NN
I
Azobenzéne Anthraquinone

O1+0

Triphénylméthane
+ Un auxochrome est la partie influencant l'intensité de la coloration, et il fixe avec
efficacité le colorant sur le support, parmi ces substituant auxochrome, on peut citer les
groupes : hydroxy, amino, méthoxy et diméthylamino.

+ Etenfin, le groupe solubilisant améliore la solubilité du colorant [7].

I-1-2- Nature des principaux colorants
On distingue deux grandes familles de colorants: naturels et ceux de la synthese

chimique.
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a- Colorants naturels

Les colorants naturels sont extraits des plantes, des fruits, des arbres, des lichens, ou des
insectes par des procédes simples comme le chauffage ou le broyage. Le jaune est le colorant
naturel le plus répandu, mais l'indigo de couleur bleu foncé tres puissante est aussi présent en

grande quantité dans le régne végétal [8].

ZT

N
H
(0]
L’indigo
b- Colorants synthétiques
Aujourd'hui plus de 5000 colorants synthétiques sont disponibles donnant naissance a une
industrie mondiale [7]. On connait seulement une dizaine de colorants naturels, alors que
plusieurs milliers de colorants synthétiques sont fabriqués par le marché industriel, sans cesse.
IIs sont plus populaires que les colorants naturels, car ils ont une plus grande durabilité et
une plus grande brillance [8].
Par exemple la tartrazine est un composé azoique de couleur jaune utilisée comme
colorant alimentaire (chips, moutardes, soupes instantanées), colorant des produits

cosmétiques et aussi colorant médical pour modifier I'alcool a usage médical, et le rendre

impropre a la consommation [9].

NaOOC,

NaO3S

La tartrazine

I-1-3- Colorant azoique
On nomme "azoique" les composes caractérisés par le groupe fonctionnel azo (N=N)

unissant deux groupements identiques ou non.

L'azobenzéne
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Cette catégorie de colorant est actuellement la plus utilisée, elle représente plus de 50%
de la production mondiale de matiéres colorantes [10].
I-1-3-1- Préparation des azoiques

La méthode la plus courante pour la préparation des colorants azoiques comporte deux

étapes; la diazotation d'une amine primaire aromatique, suivie d’une réaction de copulation.

a-Réaction de diazotation
La diazotation correspond a 1’action de 1’acide nitreux sur les amines aromatiques pour

former les sels de diazonium.

ArNH, HE o Arn,Cl

NaNoO,

b- Copulation azoique
La copulation azoique peut étre considérée comme une substitution électrophile par un

cation diazonium. Le schéma réactionnel de la synthese est :

Ar—N=NCI + Ar'—H —» Ar—N=N—ATI"' i HCl

I-1-4- Colorants azoiques a usage alimentaire

Les colorants destinés a l'alimentation doivent satisfaire des critéres tres séveres de pureté
et d'absence de toxicité. lls sont, en effet, soumis a de nombreux tests sur de petits animaux
avant d'étre répertoriés comme colorants alimentaires.

En Europe, I’emploi de tels colorants est réglementé depuis fort longtemps, afin
d'éliminer ceux qui pourrait &tre dangereux pour la santé humaine [11].

Notons, par ailleurs, que des critéres de toxicité due a la structure chimique des colorants
doivent étre pris en considération, de maniere a ce que certains produits de dégradation dans
I'organisme humain ne présentent de danger en quoi que ce soit [12].

L’amarante est un colorant azoique synthétique rouge pourpre utilise dans les produits
alimentaires (E103) et dans la confection du rouge a lévres [13]. On peut citer aussi
I'azorubine, qui est un colorant alimentaire rouge (E122), et fait partie des ingrédients de
certains médicaments, et utilisé dans de nombreux produits sucrés, desserts, patisseries,

glaces, conserves de fruits, et boissons [14].
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I-2- Généralités sur les coumarines

La coumarine est une substance naturelle organique, isolée de la féve tonka par Vogel en
1820. Elle fut synthétisée en 1868 par Perkin a partir de l'aldéhyde salicylique et d'un
anhydride d'acide, a haute température en présence d’une base faible .Son nom vient de I'arbre
sur lequel pousse la feve tonka, que I'on appelle «kumaru» en amérindien.

Bien que ce soit la féve tonka qui l'illustre de facon significative (1 a 3%), la coumarine
est contenue dans d'autres plantes et aliments comme le mélilot, la sauge, la lavande, le miel,
le thé vert, la cannelle, ...etc [15].

La coumarine est stockée dans la plante sous forme de glucoside de I'acide coumarinique
qui se transforme en coumarine sous l'action d'enzymes ou du soleil. Ces glucosides sont
formés dans les feuilles et s'accumulent surtout dans les racines et les écorces, ainsi que dans
les tissus agés ou lésés [16].

X

o) o)
La coumarine

Les coumarines occupent une importante classe des produits naturels et synthétiques qui
manifestent des propriétés variées. Elles ont une activité comme drogues et elles sont utilisées
comme marqueurs fluorescents en biochimie. Leurs applications dans de nombreux domaines
de la médecine humaine, animale et photochimie ont permis le développement d’une
recherche intense de nouvelles molécules contenant comme noyau de base la coumarine dans

leurs structures [17].
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Les coumarines et leurs dérivés sont caractérisés par une excellente réactivité chimique,
ce sont des espéces veéridiques et connus pour présenter des activités pharmacologique et
biologique remarquables. Notamment les anticoagulants, comme le dicoumarol [18], et
aujourd’hui, la warfarine, aussi appelée coumaphéne, est une des molécules les plus utilisées
en tant qu’anticoagulant oral. De facon générale, les médicaments coumariniques sont utilisés

dans le but de prévenir la formation des caillots sanguins ou d’empécher leurs

développements [19]. 0
OH CHj
X
X
HO (o) o]
O O
Ombelliférone
Warfarine
(0]

OH CH,

X

o o) NO,

Acénocoumarol

I-2-1- Propriétés biologiques des coumarines

Différentes propriétés pharmacologiques ont été attribuées aux coumarines naturelles,
notamment des effets vasoprotecteurs, antitumorale, antioxydants, anti-inflammatoires,
antimicrobiens, antivirale, ...etc. Elles bloquent avec efficacité le cancer induit chimiquement
par les radiations UV [20].

Les coumarines se révelent étre des composés thérapeutiques promoteurs dans
I’amélioration du systéme immunitaire (action immunostimulante), une activité antifongique
significative a également été rapportée pour certaines coumarines [21,22]. Par ailleurs, des
chercheurs espagnols ont évalué I’activité anti-VIH de onze composes dérivés de la 4-
phénylcoumarine [23]. Aussi, il a été montré que de nouvelles sondes dérivées de la
coumarine sont utiles a I'imagerie médicale grasse a leurs propriétés fluorescentes.

Les coumarines sont aussi employées dans la fabrication de denrées alimentaires
(caramels, confiseries et gommes & mécher), aussi dans 1’étude de la viscosité membranaire,
I’étude du repliement d’une protéine (dénaturation / renaturation), le séquencage de I’ADN,

I’analyse génétique par hybridation...etc. [24]. La nature fluorescente des dérivés de la
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coumarine odorante a conduit a son utilisation trés répandue dans les industries comme des
produits chimiques de parfumerie, des azurants optiques et des lasers disperseés et fluorescents
[25]. Par exemple, la 7-hydroxy-4-méthylcoumarine est utilisée comme agent de blanchiment
optique, colorant laser efficace, norme pour la détermination fluorométrique de l'activité
enzymatique et en tant que matériau de départ pour la préparation d'insecticides et
furanocoumarines [26,27].

De la méme fagon, le 7-amino-4-méthylcoumarine est principalement utilisé comme colorant

laser et intermédiaire pour la synthése de composes bioactifs [28].

CHj CH;
X X
H,N 0] o) HO o o
7-amino-4-méthylcoumarine 7-hydroxy-4-méthylcoumarine
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Chapitre Il Synthése et condensation de colorants azoiques sur |a 4-hydroxycoumarine

Introduction

Un grand nombre de chercheurs ont été intéressés par les composés azoiques
biologiquement actifs isolés des extraits de plantes. Cette matiére végétale contient un grand
nombre de métabolites secondaires, qui ont des intéréts multiples en industrie alimentaire,

cosmétique et en dermopharmacie [29].

La synthése des composés azo-coumariniques a attiré |'attention des chimistes durant
plusieurs années, car les coumarines et leurs dérivés sont des molécules constituantes des

principes actifs de plusieurs médicaments [30].

L'objectif de cette étude, est la condensation de la 4-hydroxycoumarine avec des
colorants azoiques dérivés de salicylaldéhyde, afin de préparer une série de composé azo-
coumarinique dont son application biologique sera éudié dans le chapitre suivant.

I1-1- synthése de colorants azoiques dérivés de salicylaldehyde

Les colorants que nous avons synthétises sont obtenus a partir des deux réactions
successives : diazotation d’ une amine primaire aromatique suivie d' une réaction de copulation
avec le salicylaldéhyde.

I1-1-1- Diazotation d’une amine primaire aromatique
La diazotation d’ une amine aromatique se fait en milieu acide en présence du nitrate

de sodium, sous agitation afroid selon le mécanisme suivant [31] :

()
0-5°C H ®
—_—
HCI + NaN02 NaCl + HN02 = N=0O + HZO
0-5°C

/\%9 0-5°C ® P

Ar—NH; + N=O —— = g Ar— Nj—N =0 - » Ar— NH— NO

C .

z ) H +
Ar— N= N B S Ar—lf\lsz - Ar—N= N— OH
H50 -

Schémall-1: Mécanismeréactionne de diazotation des composes 2a-h.

|1-1-2- Copulation du sel de diazonium obtenu avec le salicylaldéhyde
Apres la préparation d’une série de huit sels de diazonium, nous avons fait réagir
chacun de ces sels avec |l e salicylaldéhyde atempér ature ambiante. Ce qui nous a permis de

récupérer aprés filtration un solide (différemment colorés) avec un bon rendement.
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O\C/H

KNe OH ﬁ OH

N S NS
‘ + NaOH ‘ N

_X &

R >

1 2

la: R=H 2a:R=H

1b : R=2-OH 2b : R=2-OH

1c: R=4-OCH3; 2c : R=4-OCHgy

2

€. R=4- - R=4a-

1f : R=2-NO, 2f 1 R=2-NO;

1g: R=2-CHj4 29 R=2-CH3

1h : R=4-Br 2h : R-4Br

Schéma |1--2 : Copulation du sel de diazonium avec le salicylaldéhyde.

Dans les conditions opératoires choisies, nous avons préparé une série de huit produits
2a-h dont les données physico-chimiques : point de fusion, rendement et couleur sont reportés
dans le tableau suivant :

Tableau I1-1: Propriétés physico-chimiques des azo-col orants synthétisés.

110 128-130 41 Marron foncé
191 - 57 Orange
95 - 46 Gris
179 195-198 21 Rouge brique
209 211-213 50 Jaune
102 - 51 Noir
109 113-115 65 Marron
128 - 25 Jaune

La copulation du sel de diazonium obtenu avec le salicyladdéhyde est réaisee en
milieu basique. L’ hydroxyde de sodium NaOH, permet la transformation du salicylaldéhyde
en salicylate de sodium. L’action du sel de diazonium sur ce dernier donne naissance a des
nouveaux colorants azoiques 2a-h, selon e mécanisme réactionnel suivant :
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o O 0 o
u o
u OH g
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2

Schémalll-3: Mécanismeréactionnel de copulation des composeés 2a-h.

La pureté de ces produits a éé confirmée par la chromatographie sur couche mince
(CCM). Une éude spectroscopique en UV-Visible et IR est faite a fin de déterminer leurs
structures exactes.

I1-2- Analyse par chromatographie sur couche mince des colorants 2a-h

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique anaytique rapide,
simple et peu colteuse. Elle s applique aux molécules pures, aux extraits (mélange complexes
et métabolites) et aux échantillons biologiques. La phase stationnaire est constituée d’une
couche mince et uniforme de 0,25 mm d'épaisseur, d' une substance séchée et finement
pulvérisée, appliguée sur un support approprié ; dans notre cas, nous avons utilisé des plaques
de gel de silice 60E254 (phase normale) prétent al’emploi a support en aluminium. La phase
mobile ou duant généralement un mélange binaire ou tertiaire de solvant qui migrent a la

surface de la plague par capillarité.

La CCM n'est pas suffisante pour identifier un produit, mais elle permet de vérifier sa
pureté. Elle permet aussi de déterminer le temps nécessaire pour atteindre lafin d' une réaction
chimique.

La pureté de chagque colorant obtenu 2a-h a été confirmée en utilisant comme éuant un
mélange de chloroforme et d’ éthanol. Nous avons constaté la présence d’ une seule tache dont
les rapports frontaux Rf obtenus sont donnés par larelation suivante :

Distance parcouru par le composé

Distance parcouru par I’éluant

11
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Tableau 11-2: Rapports frontaux des colorants 2a-h.

I1-3- Analyse spectroscopiques des colorants 2a-h
[1-3-1- Etude par spectroscopie UV-Visible des colorants 2a-h

La spectrophotométrie UV-Visible est une méthode anal ytique quantitative qui consiste a
mesurer |'absorbance ou la densité optique et 1a longueur d’ onde d’ absorption maximale d'une
substance chimique donnée, généralement en solution.

Les spectres d absorptions des composés 2a-h ont été réalises juste aprés dissolution
dans I’ acétonitrile, en faisant un balayage du domaine 200 - 450 nm. IIs montrent une bande
d’ absorption correspondante a la fonction (-N=N-) du colorant qui apparait habituellement
entre 300 et 380 nm [36], et une autre bande d’ absorption correspondante & la fonction -C=0

entre 200 et 290nm [37].

Absorbance
Absorbance

00 00

1
450

. Longusgjr d'onde (nm) o Long_ja_,laéor d'onde(nmﬁbO

Figure I1-1: Spectre UV-vis du compose 2a Figurell-2: Spectre UV-vis du compose 2¢
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COH
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Figurell-3: Spectres UV-Vis du composé 2h

Les résultats de cette étude sont enregistrés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 11-3: Résultats des spectres UV-Vis des composés 2a-h.

[1-3-2- Etude par spectroscopieinfrarouge IR des colorants 2a-h

Cette étude a confirmé la formation du groupement azo, par la présence d’'une bande
intense dans le domaine qui le caractérise entre 1400 et 1500 cm™ [38]. Les spectres ont
montré la présence d’ une bande large entre 3000 et 3600 cm™ qui est attribué & la fonction
-OH et une bande entre 1600 et 1670 cm™, relatif & la fonction -C=0. Le tableau suivant

regroupe les bandes principal es enregistrées :

13
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Tableau I1-4: Résultats des spectres IR des composés 2a-h.

3213 (OH) ; 1667 (C=0) ; 1477 (N=N).

3045 (OH) ; 1627 (C=0) ; 1463 (N=N).

3060 (OH); 1615 (C=0); 1498 (N=N).

3592 (OH) ; 1668 (C=0) ; 1498 (N=N).

3218 (OH) ; 1668 (C=0) ; 1475 (N=N).

3054 (OH) ; 1627 (C=0) ; 1504 (N=N).

3212 (OH) ; 1662 (C=0) ; 1480 (N=N).

3213(OH) ; 1606 (C=0) ; 1481(N=N).

I1-4- Action des colorants azoiques dérivés de salicylaldéhyde 2a-h sur la
4-hydroxycoumarine

L’ action de colorants analogues aux composés 2a-h, sur la 4-hydroxycoumarine a été
déja décrite dans lalittérature, laréaction est réalisée au reflux du méthanol sans la présence
de catalyseur, ce qui conduit a&laformation d’ un nouveau colorant azoique avec la bis
4-hydroxycoumarine 3 [39-40].

Dans nos premiéres expériences, nous avons constaté que ce n'est pas facile de
synthétiser les composés 4 selon les conditions qui ont été décrites par Panitsiri et col. [39].

14
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Synthése et condensation de colorants azoiques sur la 4-hydroxycoumarine

Aprés la préparation d’ une série de huit colorants azoiques 2a-h, nous avons choisis trois

colorants (2a, 2€ et 2h) pour les condenses avec la 4-hydroxycoumarine. La réaction est faite

en gquantité équimolaire en présence de la triéthylamine, au reflux de toluéne. La cinétique de

cette réaction a été suivie par CCM, un solide a été récupéré (différemment colorés) avec un

bon rendement.

OH cT
C
\H
OH £t
4 IN-Et
NF A Et
+ o
touluéne/ reflux
O O
R
2a: R=H
2e: R=Cl
2h : R=Br

\
N\ O O
Sy o o)

4a: R=H
4€ : R=ClI
4h : R=Br

Schémalll-4 : Réaction de condensation des azo-coumarines 4a ,4e et 4h.

Dans les conditions opératoires choisies, nous avons prépareé trois produits 4a ,4e et 4h

dont les données physico-chimiques : temps de réaction, point de fusion et rendement sont

reportés dans | e tableau suivant :

Tableau I1-5: Propriétés physi co-chimiques des azo-coumarines synthétisés 4a, 4e et 4h.

194-195

18 178-188

57 Jaune

21 193-200

82 Blanc

I1-5- Analyse par Chromatographie sur couche mince des azo-coumarines 4a, 4e et 4h

L'analyse par CCM des composés 4a, 4e et 4h a donné une seule tache dont les

rapports frontaux sont donnés dans le tableau suivant :
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Tableau I1-6: Rapports frontaux des azo-coumarines 4a, 4e et 4h.

0,86
0,88
0,89

I1-6- Analyse spectroscopiques des azo-coumar ines 4a, 4e et 4h
La structure de chague produit obtenu a été confirmée par les méthodes

spectroscopiques suivantes

I1-6-1- Analyse par spectroscopie UV-Visible des azo-coumarines 4a, 4¢ et 4h

Les spectres d'absorption des composés 4a, 4e et 4h  montrent deux bandes
d’ absorption : une bande entre 300 et 400 nm correspondant au groupement (C=0) de la
coumarine [40], et une autre autour de 300 nm correspondant au groupement azoique (-N=N-)

[41].

o OH 2,54 G\@\ o OoH

ol O\ N\‘\Aﬂfk‘ N N 388

: “OCLT P

e 2,0 o o

o] 307 N e
[N (O]
% 08- 4 glﬁ 233
Q2 064 8
§ 04+ 81'0
< o)

0.2 <':0,5

0,04

0,2 T 1 00 T T

300 400
Longuelr d'onde (nm) ngjeursg' onde (nm)
Figurell-4 : Spectre UV-vis du composg 4a. Figurell-5: Spectre UV-vis du composé 4e.
Br
(0] OH
2,04 4h 0" "o
338

1,54

278

1,04

Absorbance

0,54

0,0

Longueu&rnd' onde (nm)

Figurell-6: Spectre UV-vis du composg 4h.
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I1-6-2- Analyse par spectroscopie IR desazo-coumarines4a, 4e et 4h

Cette étude a confirmé la conservation de la fonction azo (-N= N-) par la présence d’'une
bande dans |le domaine qui |e caractérise entre 1481 et 1548 cm* [42].

On remarque aussi |’ apparition de deux bandes dans le domaine qui caractérise le cycle
pyronique entre 1650-1750 cm™ [43]. Ce qui confirme la condensation avec |a

4-hydroxycoumarine. Le tableau suivant regroupe les données de cette méthode d' anal yse.

Tableau |1-7: Spectres IR des composées 4a, 4e et 4h.

3441 cm™ (O-H); 1658 cm™ (C=0 pyronique); 1638 cm™ (C-O pyronique) ;
1610 cm™ (C=0); 1548 cm™* (N=N).
3450 cm™* (O-H) ; 1669 cm™ (C=0 pyronique) ; 1638 cm™(C-O pyronique) ;
1621 cm™ (C=0) ; 1481 cm™ (N=N).

3444 cm™ (O-H); 1616 cm™ (C=0 pyronique) ; 1602 cm™ (C-O pyronique) ;
1571 cm™ (C=0) ; 1481 cm™ (N=N).

[1-7- M écanismeréactionnel de formation des azo-coumarines 4a, 4e et 4h.

Vu la mobilité du proton de la 4-hydroxycoumarine, celui-ci va étre arraché par la
base (triéthylamine) formant ainsi I’anion 1’, qui attaguera le colorant azoique 2 pour conduire
au azo-coumarine 4 apres une deuxiéme attaque de la base.

H
Qo/ /_\ Tt .
| N—Et
L

Q
toluéne
o o o
1l
o
o} o
o} OH
N R HoOA
X, ®
C N R
© ite o o
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Schéma ll-5: Mécanismeréactionnel de formation des azo-coumarines 4a, 4e et 4h.

Conclusion

La réaction de copulation des sels de diazonium avec le sdicylaldéhyde a permet
d’ obtenir une nouvelle série de colorants 2a-h qui peuvent avoir un intérét biologique
important.

La réaction de condensation est réalisée dans le but davoir des azo-coumarines
biologiquement actifs, en faisant réagir la 4-hydroxycoumarine avec les colorants azoiques
synthétisés, en présence d’ une base faible.

Apres identification de nos produits de synthése en utilisant les différentes techniques
d’analyses usuelles (Pf, CCM, UV-Vis et |.R), nous avons procédé a la valorisation de ces

derniers en étudiant leurs activités anti-oxydantes qui sera détaillée dans le chapitre suivant.
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Chapitre 111 Evaluation de [’activité antioxydante des azo-coumarines

Introduction

De nos jours, il existe un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des radicaux libres.
Ce n’est pas seulement di a leur role dans des phénomeénes aigus tels que le traumatisme ou
I’ischémie, mais aussi a leur implication dans de nombreuses pathologies chroniques
associees au vieillissement tels que le cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires
ainsi la dégénérescence du systeme immunitaire [44].

L'oxydation fait partie d'une réaction d'oxydoréduction qui transfére des électrons d'une
substance vers un agent oxydant. Bien que les réactions d’oxydation soient nécessaires a la
vie, elles peuvent aussi produire des radicaux libres qui entrainent des réactions en chaine
destructrices [45].

En effet, les antioxydants font 1’objet de nombreuses recherches, et une nouvelle
haleine vers I’exploitation des métabolites secondaires généralement et les polyphénols
particulierement, tant dans la santé et vis-a-vis des maladies pernicieuses (cancer), que dans
I’industrie agro-alimentaire. Il existe une multitude de tests pour la mesure de I’activité
antioxydante d’un composé, dans ce travail nous sommes intéressés a la méthode la plus

courante qui est la méthode DPPH.

I11-1- Définition de radicaux libres

Un radical libre se définit comme tout atome, groupe d’atomes ou molécules possédant
un ou plusieurs électrons non appariés, dits célibataires sur I’orbitale externe. Cette
caractéristique rend les radicaux libres trés électrophiles, car ils vont tenter de ré-apparier
leurs électrons célibataires en agressant toute molécule susceptible de se faire arracher un
¢lectron. L’espéce agressée est rendue a son tour radicalaire initiant de cette facon un

processus de réaction en chaine [46].

111-2- Définition des antioxydants

Les antioxydants sont des composés tres divers qui regroupent des protéines a activité
enzymatique et non enzymatique et des petites molécules liposolubles (vitamine E) ou
hydrosolubles (vitamine C).
La définition large du terme antioxydant est : « toute substance qui, retarde ou préevient de

maniere significative 1’oxydation d’un substrat» [47].
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HO OH

Vitamine C (Acide ascorbique) Vitamine E

I11-3- Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, ’activité antioxydante
par piégeage de radicaux différents, comme les peroxydes ROO" Par les méthodes ORAC
(Oxygene Radical Absorbance Capacity), et TRAP (Total Radical- Trapping Antioxidant
Parameter), les ions ferriques par la méthode FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant
Parameter) ou les radicaux ABTS (Sel d’ammonium de 1’acide 2,2’-azinobis-3-
ethylbenzothiazolint -6-sulfonique). Ainsi que la méthode utilisant le radical libre DPPH
(diphenyl-picrylhydrazyle). Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la
nature diversifiée des antioxydants, il n’y a pas une méthode universelle par laquelle I’activité

antioxydante peut étre mesurée quantitativement d’une fagon bien précise [48-50].

I11-4- Evaluation du pouvoir anti-radicalaire par la méthode de DPPH'

Le composeé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (DPPH) fut I’'un des premiers
radicaux libres utilisés pour étudier I’activité antioxydante des composés phénoliques.

La réduction du radical DPPH" par un antioxydant peut étre suivie par spectrophotométrie
UV-Visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 nm provoquée par la présence
des extraits phénoliques. Le DPPH" est initialement violet, se décolore lorsque 1’électron

célibataire s’apparie [52]. On peut résumer la réaction comme suit :

NO, NO,
N h ° H h
, — |
Ph
Ph
O,N NO, oN NO,
(]
DPPH DPPH,

I11-5- Evaluation de P’activité antioxydante des azo-coumarines 4a, 4e et 4h
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Des nombreuses méthodes sont utilisées pour 1’évaluation de 1’activité antioxydante des
extrais, la plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou la décoloration d’un réactif
dans le milieu réactionnel.

Dans notre étude nous avons utilisé la méthode de piégeage du radical libre DPPH', cette
méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical DPPH;,
I’effet de chaque extrait sur le DPPH' est mesure par la procédure décrite par BENHAMMOU
et col. [52].

En présence de composes anti-radicalaires, le radical DPPH" est réduit et change de
couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées a 517 nm servent a calculer le
pourcentage d’inhibition du radical DPPH', qui est proportionnel au pouvoir anti-radicalaire
de I’échantillon [52].

L’évaluation de I’activité antioxydante est exprimée en pourcentage d’inhibition, calculée

selon la relation suivante :

(A0 - A1)

100
A0

% d inhbition =
Avec .
A0 : Absorbance a 517 de la solution de DPPH en absence de I’extrait.
Al : Absorbance a 517nm de la solution de DPPH en présence de I’extrait.

Le pourcentage d’inhibition est exprimé ensuite par la valeur d’IC50, sachant que la IC50 est

la concentration d’extrait nécessaire pour reduire 50% de radical DPPH- .

111-6- Résultats et discussion
Les résultats obtenus par cette étude sont représentés dans les figures ci-dessous, qui
représente la densité optique des produits testés ainsi que la référence (1’acide ascorbique), en

fonction de la concentration.

1,2 Acide Ascorbique
1 T " 0,8 T
o 0.8 1 \
a 067 ——4a 06 1
04 -
: Q0,4 -
02 - == 4e
0 . . . 4h 0,2 1
0 0005 001 0,015 0 — —
. 0 0005 . 001 0,015
Concentration (mol/L) Concentration (mol/L)
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Figure I11-1: Densité optique des composés 4a, 4e et 4h et de 1’acide ascorbique en fonction

de la concentration.

Les figures 111-1 et 111-2 montrent que les produits 4a, 4e et 4h présentent tous une
activité antioxydante envers le radical DPPH" avec des densités optiques différentes.

Le produit 4a s’avere le plus actif de cette série. En effet, a la plus grande concentration
de la solution (colorant + DPPH" ) 0,01 mol/l, il présente le pourcentage d’inhibition le plus
important avec une valeur de 40 %. Alors que les composés 4e et 4h représentent

respectivement un pourcentage d’inhibition de 20,49 % et 20,8 % (figure 111-2).

50 - i i
4a 120 - Acide Ascorbique
4 c
c X S 100 - +
S = *
= 30 Qo 80 -
£ 20 ° S0 e
= 3 40
g 10 + © 20 - 2
o
0 T T 1 0 T 1
0 0,005 0,01 0,015 0 0,002 0,00
Concentration (mol/L) Concentration (mol/L)
25 - A 25 - ah
e
S0 _ e Sw 4,
5 15 | = ¢
E P g 15
£ 10 - = 10 -
© ©
g 5 A O\O 5 -
O T T 1 0 T T Y
0 0,005 0,01 0,015 0 0,005 0,01 0,015
Concentration (mol/L) Concentration (mol/L)

Figure 111-2: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH' de I’acide ascorbique et des

produits 4a, 4e et 4h en fonction de la concentration.

Les pourcentages du DPPH: résiduels en fonction des concentrations des échantillons,
nous permettent d’obtenir la quantité¢ d’antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration
de DPPH" initiale a 50%. Cette valeur est appelée la concentration efficace EC50 et parfois
notée IC50 (concentration inhibitrice minimale). Plus cette valeur d’EC50 est basse, plus
I'activité antioxydante d'un composé est importante. La concentration inhibitrice minimale
(IC50) est estimée par extrapolation a 50% d’inhibition en tragant la droite % inhibition en

fonction de la concentration.
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Chapitre 111 Evaluation de [’activité antioxydante des azo-coumarines

Les resultats sont donnés dans la figure suivante :

0,08 -
0,07 -

IC 50% 0,068

0,06 - 0,055
0,05 -
0,04 -
0,03 -
0,02 - 0,015

0,01 -
0,00077
0 T T .

4a 4e 4h AA

Figure 111-3: Valeur d’IC 50% des composés 4a, 4e, 4h et AA.

Notons que, les IC 50% des produits 4a, 4e et 4h sont de 0,015 mol/l, 0,055 mol/Il et
0,068 mol/l respectivement, et celle de 1’acide ascorbique est de 0,00077 mol/l.
De 1a, nous pourrons conclure que tous les composés possedent une activité

antioxydante mais trés inférieure a I’activité de la référence utilisée (1’acide ascorbique).

111-7- Conclusion

Dans le cadre de ce travail, nous avons évalué I’activité biologique de quelques composés
azo-coumariniques synthétisés par I’étude de 1’activité antioxydante.
L’activité antioxydante de ces composés a été évaluée par la méthode de piégeage des
radicaux DPPH- . Les résultats obtenus ont montré que la réduction de DPPH" est enregistré
pour tous les composés avec des IC 50% différentes, dont le composé 4a présente la
concentration inhibitrice minimal la plus basse, mais qui restent faibles par rapport a la

référence utilisée.
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Partie expérimentale

IV-1- Appareillages
Au cours de ce travail I’ appareillage suivant a été utilisé :
IV-1-1- Point defusion

Les points de fusion ont éé déerminés par un appareil SPM30 équipé dun
microscope, réalisés au laboratoire de chimie pharmaceutique du département de chimie de
L’UMMTO.

IV-1-2- Chromatographie sur couche mince

L’ éude par chromatographie sur couche mince (CCM) a été réaisée dans un éuant
constitué d’un mélange de solvants chloroforme-méthanol, et les produits ont été dissouts
dans le méthanol. Nous avons utilisé des plagues en auminium recouverte de gel de

silice 60 F254 (épaisseur : 0,2 mm). Larévéation des taches a été faite avec I’iode.

IV-1-3- Spectrométrie UV-Visible

Les mesures par spectrophotométrie UV-Visible ont été réalisées dans le laboratoire de
LPCM de’UMMTO. Les bandes d' absorption ont été enregistrées sur un appareil de marque
ThermoScientific EVOLUTION 220.

IV-1-4- Spectrométrie Infra Rouge

Les spectres IR des composés synthétisés ont été enregistrés sur un spectrophotometre
de marque Perkin Elmer FT-IR Spectrometer Spectrum two, a I’'UMMTO en utilisant des
pastilles en KBr, et a I’aide d’un spectrophotométre infrarouge a transformée de Fourier
(IRTF) de modéle JASCO FT/IR- 4200, ATR PRO450-S, al’ université de Bouira.

IV-2- Matériels

- Les solvants utilisés pour I'analyse en CCM, chloroforme et éthanol ont été apportés de
MerckEurolab et de Sigma Aldrich de degré de pureté 99% - 99,6% et 99,7% respectivement.
- Les solvants utilisés pour |’ analyse en spectroscopie UV-Vis : I’ acétonitrile et le DMSO ont
été apportés de Sigma Aldrich de degré de pureté 99,5% et 99,7% respectivement.

- Les solvants utilisés pour la recristallisation et le lavage : I’ éhanol, I’ éher de pétrole et
I’éther ont été apportés de Sigma-Aldrich de degré de pureté 96%, 95% et 95%
respectivement.

- Le toluéne et la triéthylamine utilisés ont été apportés de Sigma Aldrich de degré de pureté
96%.

- Les amines sont commerciales et |a 4-hydroxycoumarine utilisée a été apporté par FLUKA.

24




Partie expérimentale

- Les réactifs : acides chlorhydriques, nitrite de sodium et |’ hydroxyde de sodium ont été
apportés de Panreac et de Fluka Analytique Sigma Aldrich respectivement, de degrés de
pureté de 98%.
IV-3- Manipulation
V-3-1- Réactions de salicylaldéhyde sur les amines aromatiques

Le mode opératoire utilisé pour la synthése des colorants azoiques a éé décrit dans la
littérature [53].

Le sal de diazonium a éé préparé en mélangeant les deux solutions préparées
separément et refroidit (1 et 2).
Solution 1: 6,6 . 10 mole de I’amine aromatique a été dissoute dans 3 ml d’ eau distillée au
guel 30 gouttes de I’ acide chlorhydrigue concentré ont été ajouté, la solution a été introduite
dans un bain de glace (0°-5°C) sous agitation magnétique.
Solution 2 : une solution de NaNO, (10%) a été préparee et refroidi.
Aprés formation du sel de diazonium, une solution de salicylaldéhyde (6,6 - 10 mole dans 3
ml de NaOH 10% et 6 ml d eau distillée) a été ajoutée goutte a goutte pendant 1 heure sous
agitation magnétique dans un bain de glace.

Une solution de NaOH (30%) a été gjouté jusqu'a PH= 8-10, la réaction a été porté a
I’ ambiante et agité pendant 3 heure.

Les solides obtenus ont été récupérés par filtration ensuite recristallisés dans |’ éthanol.

IV-3-2- Réactions de condensation des azo-colorants avec la 4-hydr oxycoumarine

Dans un balon de 250 ml, on a fait réagir 1 mmoles de la 4-hydroxycoumarine avec 1
mmoles de I’ azo-colorant en présence d' une base organique faible qui est latriéthylamine (20
gouttes) au reflux du toluene.

La réaction a été suivie par CCM pour déterminer sa durée, celle-ci varie selon le
colorant utilisé (plus la masse molaire du colorant est grande, plus la durée de la réaction
augmente).

Apres quelques min de chauffage, il se forme un précipité qui change de couleur au cours
de laréaction.

Le solide formé a été récupére par filtration et lavé plusieurs fois avec |’ éther de pétrole.
La pureté du produit formé a été contrdlée par CCM qui a donné une seule tache différente de

celle du produit de départ.
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IV-3-3- Evaluation de |’ activité antioxydante des azo-coumarines

La solution de DPPH a été préparée en solubilisant 4 mg de DPPH dans 100 ml
d éthanol. Le blanc a été préparé a partir de 2 ml de la solution de DPPH et 40 pl de DM SO.

Un volume de 40 ul, de chaque échantillon (4a, 4e et 4h) de chacune des concentrations
0,01; 0,005 ; 0,0025 ; 0,00125 et 0,000625 mol/l, est gouté a2 ml d une solution du radical
DPPH'. Le mélange est agité et laisse pendant une heure a température ambiante et &1’ abri de
lalumiere. La mesure de I’ absorbance a été faite a 517 nm.

Les résultats obtenus pour chaque produit testé sont comparés a ceux obtenus pour I’ acide

ascorbique pris comme control positif.
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Conclusion genérale

Au terme de ce meémoire, le but que nous avions fixe, a savoir la maitrise des méthodes
de synthése en chimie organique, a été atteinte. Nous avons synthétisé et caractérisé de

nouveaux colorants organiques de type pyronique.

Ainsi, nous avons focalisé nos efforts sur la synthese et la caractérisation des azo-

colorants bioactifs. Les résultats essentiels obtenus ont été analysés comme suit :

Dans un premier temps, nous avons constaté que, la réaction de copulation des sels de
diazonium avec le salicylaldéhyde en milieu basique a donné naissance a des colorants dits,

azoiques avec des différents rendements.

Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes intéressés a 1’étude de la réaction de
condensation de quelques colorants synthétisés (2a, 2e et 2h) avec la 4-hydroxycoumarine au
reflux de toluéne et en présence de la triéthylamine comme catalyseur, dans le but d’avoir des

azo-coumarines biologiquement actifs (4a, 4e et 4h).

La caractérisation des composés synthétisés en utilisant la combinaison de plusieurs
méthodes (CCM, Pf, IR et UV-Visible), a permis de révéler les structures de ces composés

d’une part et de compléter notre formation dans le domaine d’une autre part.

En analyse UV-Vis nous avons constaté qu’il ya formation d’une bande d’absorption

correspondante a la fonction azo (N=N) aux alentour de 300 nm.

En analyse IR nous avons confirmé la présence de la fonction azo aux alentour de 1400
cm, et la formation de la fonction (C=O pyronique) aux alentour de 1600 cm™.

L’¢évaluation de I’activité biologique des composés 4a, 4e et 4h a été faite par 1’étude de
I’activité antioxydante en utilisant la méthode du piégeage du radical DPPH" les résultats ont
montrés que le composé 4a s’avére le plus actif avec une IC 50% de 0.015 mol/l mais qui
reste faible par rapport a la référence acide ascorbique 0.00077 mol/I.

Les produits 4a, 4e et 4h feront 1’objet d’une étude particuliére. Ainsi pour la
détermination de leurs structures nous ferons appel a d’autres techniques d’analyses (RMN du

proton et du carbone-13, spectrométrie de masse, analyse élémentaire).
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Récapitulatif des molécules synthétisées

Masse
Notation Formule Nom chimique molaire
(g /mol)
2a QN\\ 2-hydroxy-5-(phenyldiazenyl) 226
N OH benzaldéhyde
OH
b 2-hydroxy-5-[(2 242
N\\N o hydroxyphenyl) diazenyl]
benzaldéhyde
2 2-hydroxy-5-[(4- 256
e N//N OH methoxyphenyl) diazenyl]
3 benzaldéhyde
2d 2-hydroxy-5-[(4-nitrophenyl) 271
/) OH diazenyl] benzaldéhyde
02N4< >—N
26 5-[(4-chlorophenyl) diazenyl]- 260.5
/ OH 2-hydroxybenzaldehyde
C|—< >7N
of 2-hydroxy-5-[(2-nitrophenyl) 271
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N OH
@ '
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COH
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N
COH
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.
o) OH
4a N 3-(2-hydroxybenzoyl)-7- 370
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O e 2-one
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o} OH _
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Résumé

La synthese des azo-coumarines a attiré l'attention des chimistes pour plusieurs
annees, car un grand nombre de produits naturels contient ce noyau hétérocyclique.
Dans notre travail, nous avons décrit une stratégie simple pour la synthese et la caractérisation
d’une série de colorants azoiques dérivés de salicylaldehyde, dans des conditions modérées en
utilisant 1’aniline et ses dérivés en tant que réactifs principaux.

La synthese est réalisée en deux principales étapes, la diazotation d’une amine
primaire aromatique suivi d’une copulation avec le salicylaldéhyde.
Les composés de la série synthétisée ont été condenses avec la 4-hydroxycoumarine au reflux
du toluene et en présence de la triethylamine comme catalyseur, dans le cadre de la recherche
de nouvelles molécules azo-coumarines biologiquement actives. Les produits synthétisés ont
¢été identifiés par différentes techniques d’analyses usuelles (Pf, CCM, UV-Vis et I.R).

L’étude du pouvoir antioxydant des composés obtenus a été réalisée par la méthode
de réduction du radical DPPH . Les résultats obtenus ont montrés que tous les produits
présentent une activit¢ antioxydante mais qui varie d’'un composé a [Dautre.
Mots clés: synthése, condensation, colorants azoiques, salicylaldehyde, 4- hydroxycoumarine,
activité antioxydante.

Abstract

The synthesis of azo-coumarin has attracted the attention of chemists for several
years, as a large number of natural products contain this heterocyclic ring.

In our work we have described a simple strategy for the synthesis and characterization of a
series of azo dyes derived from salicylaldehyde, under moderate conditions using aniline and
its derivatives as main reagents.

The synthesis is carried out in two main steps, diazotization of an aromatic primary

amine followed by coupling with salicylaldehyde.
The compounds of the synthesized series were condensed with 4-hydroxycoumarin under
reflux of toluene and in the presence of triethylamine as catalyst, in the context of the search
for novel biologically active azo-coumarin molecules. The synthesized products have been
identified by various usual analytical techniques (Pf, CCM, UV-Vis and |.R).

The study of the antioxidant power of the compounds obtained was carried out by
the method of reduction of the DPPH" radical. The results obtained showed that the entire
products exhibit an antioxidant activity but which varies from one compound to another.
Keywords: synthesis, condensation, azo dyes, salicylaldehyde, 4-hydroxycoumarin,
antioxidant activity.
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