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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Actuellement le phénomene de la fluorescence tetienplus en plus lattention des
chimistes. La synthése de nouveaux composés orgamitorescents occupe une place de
choix dans les laboratoires de synthése grace lauddmportante activité potentielle dans
'environnement et dans les champs bio-analytiqigsmi les matiéres fluorescentes, un

grand nombre appartient a la classe des compos&atgcliques.

Beaucoup de dérivés de la coumarine appartiennetiésaclasses thérapeutiques
diverses, d’autres sont utilisés comme sondes dhg@ntes dans de nombreux domaines
(physique, chimie, biochimie, environnement, indagbharmaceutique). L'importance de ces
applications nous a incité a entreprendre la swathét I'étude de la réaction de
translactonisation de quatre dérivés de la 4-hydroxmarine afin de mettre au point une
stratégie de synthese. Pour toutes les étapestideétede nous avons cherché a travailler
selon les principes de la « chimie verte ». Ainsumpla partie nomenclature, structure,
propriétés et méme réactivité nous avons fait applehsemble des techniques basiques de la
chimie théorique mis a notre disposition. L’appdeét ces techniques et en particulier leur
capacité de prédictions nous ont permis un gaited®s appréciable et une économie de
réactifs et de solvants non négligeable. Ainsclasmarines jugées non adaptées a la réaction
recherchée ont pu étre éliminées du pool de I'expée ce qui a contribué a la limitation des
expériences inutiles. Toutes les études prélinesannt été effectuées dans le but d’optimiser

la réaction de tranlactonisation ainsi que les tmn$ opératoires meilleures.

Les travaux réalisés dans ce mémoire ont eu compjectd de développer les
méthodes optiques pour des études en biologie emeune point de départ la synthese

chimique de sondes fluorescentes.

Ce travail est constitué de deux parties :

by

La premiere partie est consacrée a une étude dibpbique sur la technique de
fluorescence et sur quelques coumarines d’apmicatconnues dans le domaine médical et

pharmaceutique et a I'étude de quelques coumacomase fluorophores.

v
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La deuxiéme partie est consacrée a la synthésqude coumarines et a une
valorisation par UV-visible et fluorescence patdahnigque solvathochromique basée sur la
polarité des solvants.

v
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Fluorescence

|. Définition:

La fluorescence est la propriété que possedenaicest molécules d'absorber la
lumiére a certaines longueurs d'ondes (c'est acdimespondant a une certaine couleur) et de
réémettre une lumiére a une autre longueur d'o@ds. molécules, a I'état fondamentale
(niveau d'énergi€g) ont la propriété d'absorber I'énergie émise par source lumineuse et
de gagner un niveau d'énergie supérietep €n faisant passer un électron d'une sous-couche
a une autre. Si l'apport d'énergie extérieure ¢cd&dectron va gagner une sous-couche
d'énergie inférieurd;, dans un premier temps intermédiaire entgeeEE, puis regagner
finalement son niveau originabEDans cette derniere étape, il va libérer I'éreegiquise =

E;-Eosous forme de lumiére de longueur d’oide= A1-Ao, Selon la relation de base:
E= hv

Avec : h, constante de Planck; vefréquence de la lumiere

Commev =C/\ (C vitesse de la lumiére @& longueur d'onde). On écrie=h C/L

Chaque longueur d'onde définit une "couleur". Lauleur" de la lumiére émise par le

fluorochrome est donc différente de la source dtatian lumineuse.

La gamme des longueurs d'ondes absorbées par anodluome définit le spectre
d'absorption du fluorochrome et la gamme des lomgud'ondes émises par un fluorochrome
définit le spectre d'émission. Par exemple, larisoéine absorbe la lumiére bleue (maximum
ai =490 nm) et émet une lumiere bleu-vert (maximum=eb20 nm).

Les molécules qui ont cette propriété d'émettrdadieimiéere de fluorescence apres
excitation sont appelées fluorochromes, substafweescentes ou sondes fluorescen@ss.
sont des substances chimiques définies par ditiEsqropriétés dont le spectre d'excitation et
le spectre d'émission. Les fluorochromes choisisemd étre compatibles avec la source
lumineuse utilisée qui elle aussi émet selon utacespectre. En cas d'utilisation simultanée
de plusieurs fluorochromes, ils doivent étre cleoe facon a étre distingués les uns des
autres (spectres d'émission différents) mais ssiples pouvoir étre excités par la méme
source lumineuse (spectres d'absorption proches).

)
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Les sondes fluorescentes sont utilisées:

* soit couplé a un marqueur spécifiqgue: un antkasp une lectine par exemple.
* soit pour ses propriétés chimiques : reconnatgsatiun site cellulaire, par exemple le
Hoechst 33342 se lie spécifiguement a I'ADN donransi une intensité de fluorescence
proportionnelle a la quantité d'ADN.

La fluorescence d'un fluorochrome peut varier sutivas conditions d'utilisation : la
concentration, la température, le milieu de dilutids sont trés sensibles a la lumiere, et au

pH (certains fluorochromes peuvent méme servidateur de pH).

[I. Fluorimetre

Dans le fluorimétre, le monochromateur d'excitatd@toupe une bande étroite de
longueurs d'onde dans le spectre continu de la dan@ette lumiere, focalisée sur
I'échantillon, porte les molécules dans un étattédaique excité. La lumiere émise lors du
retour a I'équilibre est analysée a l'aide du mbrmuateur d'émission (spectre d'émission:
longueur d'onde d'excitation constante, longueond® d'émission variable). Son intensité
permet de remonter a la concentration du chromephas déplacements et déformations du
spectre d'émission dans différents milieux (entswidiquide, adsorbées encapsulées dans un

solide) caractérisent leur interaction avec le @iy

[ll. Spectroscopie de fluorescence

La spectroscopie de fluorescence est I'une des adésh de détection les plus
sensibles, avec plusieurs domaines d’applicatiamtamment en biologie. Elle permet
d’obtenir une tres haute sensibilité, Elle est basdr la mesure de l'intensité de la lumiere
eémise par fluorescence par une substance apresitexcipar des photons du domaine du
visible ou du proche ultra violet. Les parametessplus souvent utilisés sont : les spectres
d’émission et d’excitation, le déplacement de Ssokkefficacité de fluorescence (ou

rendement quantique), le temps de vie de fluorescen

Le passage de l'état excité S1 a l'état fondam&aase fait avec libération d'un photon

d'énergie inférieure E1 donc Wegueur d'onde supérieudiecelui qui a été absorbe (> A )

:
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IV. Principe

La fluorescence est un phénomene physique danelleme molécule absorbe

de

I'énergie & provenant d'une source lumineuse (laser, lampapaur de mercure...). Il y a

ainsi passage d'un état fondamental SO a un é&#€ex2 avec changement d'orbitale

électrons. Cet état excité S2 a une durée deasecturte.

des

Des changements conformationnels font passer laaul@ de I'état excité S2 a un état excité

plus stable S1 : c'est la conversion interne (Cl).

82

S1

E2 E1l

S0 S0

N Etat électronique

Figure 1 : Diagramme d’énergie.

V. Chronologie d'une émission de fluorescence :

Le phénoméne de fluorescence peut étre représanténpdiagramme de Jablonski

(figure 2), qui représente les états d’excitatiagaectroniques d'une molécule, les états

singulets fondamental SO et excité S1 et S2, qoorefants aux niveaux d’énergies

principaux. Chaque niveau d’energie est subdivisé pusieurs niveaux d’énergie

vibrationnelles, notés VO, V1, V2....

:
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absorption : 108 g

relaxation vibrationnelle : 10"2—10- "% s

durde de vie de MFétat excité S, : 10-""—10-7 5 —» fluorescence
passage (ou croisement) intersystéme (CIS): 10-"2—102 s

Figure 2: diagramme de Perin-Jablonski et illustration de laposition relative

des spectres d’absorption, de fluorescence et deqephorescencg”

V.1. Absorption de la lumiere UV-visible

Apres l'absorption d’un photon d’énerdie=hv, un électron d’une orbitale de niveau
d’énergie 3 effectue une transition vers un état d’énergieegepr $. La différence entre le
niveau d’énergie atteint et I'état fondamentaleregpond exactement a I'énergie du photon
absorbé E Les différents états d’énergie étant détermirgtg pne molécule donnée, seules
certaines transitions sont autorisées, expliquardi éa forme du spectre d’absorption. Les

transitions vers Set S se font sur des temps de I'ordre de grandeurCdes.

V.2. Conversion interne :

Apres avoir atteint son état excit@syp I'électron effectue une conversion interne. Il va
subir une désexcitation versvgsur un temps de I'ordre de 38. Contrairement aux états S
et S qui représentent une différence d’énergie éleleSegtats Set S sont énergétiquement
assez proches. Cette proximité pourrait entrainereaouvrement plus au moins important de

niveaux vibrationnels de ®t S d’énergie équivalente, favorisant une conversiterne

rapide.
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hY

Les temps trés court pendant lesquels I'électrassg@al’un niveau d’énergie a un autre
n‘autorisent aucun mouvement simultané du fluorophet de son environnement, les
transitions sont purement électroniques. En revaniehtemps pendant lequel le fluorophore
demeure a l'état excité, il peut se produire unredmement des molécules du solvant
entourant le fluorophore pour aligner leurs momatif®laires. L'énergie dissipée par ce
réarrangement entraine une baisse de I'énergieivdkaun Sv,. Cet effet est d’autant plus

marqué que le solvant est polaire. Cela expliqe viariations, parfois importantes, des
spectres d’émission de certains fluorophores emtifmm du solvant dans lequel ils sont
dissous. Ce phénomeéne est appelé effet de solvamiste en partie, responsable du

déplacement de StokE
Vsl
7, V7 effet du solvant

e

So

y

Absorption fluorescence

Figure 3: Effet du solvant. La perte d’énergie due a larihtation des moments dipolaires

du fluorophore et des molécules de solvant indugt ielaxation des états d’énergie

V.3. Emission

A partir du niveau 8/, le fluorophore émet un photon d’énergie corresipon a la
transition $Vovers Qvy. Le temps de vie de fluorescence étant généraledeeri( -10° s,
la probabilité d’observer I'émission d’'un photorpartir d’'un niveau d’énergie supérieur a
Svo est extrémement faible. Le spectre d’émissionégpmodd donc pas a quelques exceptions
pres de la longueur d’onde d’excitation. Ce phénwneést connu comme la régle de Kasha
2] Les photons émis sont de plus faible énergidegiphotons absorbés.

VI. Caractéristiques des fluorophores
Les fluorophores sont des molécules possédantolaripté d’émettre un photon de
longueur d’ondel consécutivement a l'absorption d’'un photon de leng d’ondel’.les

fluorophores les plus utilisés comme marqueursrd&mes sont les protéines fluorescentes,

e
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dérivées de |a&GFP (protéine fluorescente verte) et les fluorophoreganiques de petite

taille. Ces composés sont caractérisés par diffiésgrarametres

VI.1. Absorption

La premiere caractéristique d’'un fluorophore estagacité a absorber un photon incident,
afin d’atteindre son état excité. L'efficacité dablsorption de lumiere est déterminée par le
coefficient d’extinction molaires du composé. Ce coefficient est déterminé a unguleur
d’onde donnée et permet de comparer I'efficacitbdorption de plusieurs fluorophores. I

est généralement donné a la longueur d’'onde magidiabsorption du fluorophore.

VI.2. Coefficient d'extinction € (ou absorption molaire)

Il relie la quantité de lumiére absorbée, pour Umegueur d'onde donnée a la
concentration du fluorophore en solution{m?). Cette valeur est comprise entre 5000 et
250000 M* cm™,

Dans de nombreux cas, I'absorbance suit la loielerfambert :

A= Iog:—: =g (N).l.c (A.1)
A
Oue (A) est le coefficient d’absorption molaire (en*mY), ¢ est la concentration (en M) de
substance absorbante et | est I'épaisseur du nabearbant (en cm).

Le coefficient d’absorption molaireg (A), exprime l'efficacité avec laquelle une
molécule absorbe la lumiére dans un solvant doBné&héorie classique, I'absorption de la
lumiére peut étre décrite en considérant la moécamme un dipéle oscillant, ce qui conduit
a introduire une quantité appelée force d’oscillatgui est directement reliée a l'intégrale de
la bande d’absorption de la facon suivante :

f = 7)) = 4324071 ) a ) (A 2)
Aenm n
Ou m et e sont respectivement la masse et la cligrdiélectron, g la vitesse de la lumiere
(3x10 m/s), n l'indice de réfractiony est le nombre d’onde (en & et Ny est le nombre
d’Avogadro (en mat), f est une quantité sans dimension et les val@erssont normalisées
de sorte que la valeur maximum soit 1. Pour dessitiansn-= , les valeurs de sont de
I'ordre de quelques centaines ou moins, et lesuvslde f ne dépasse pas>g@viron. Pour

les transitionsr - 7, les valeurs de et f sont en principe beaucoup plus grande (exqemié

)
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les transitions interdites pour des raisons de sye)éPour certains composés, f est voisin de
1 ce qui correspond a des valeursdke 'ordre de 10 Le tableau VI-1 donne des exemples
de valeurs de.

Tableau VI-1 Exemples de coefficients d’absorption molaireqa la longueur d’onde
correspondant au maximum de la bande de plus Eassgie). Puisque les valeurs ge
dépendent de trés faiblement des solvants du dolganle une valeur approximative est
donnée ici.

Composé e/M* cmit Composé e/ Mt em?
Benzéne ~ 200 Acridine ~ 12000
Phénol ~ 2000 Biphényle ~ 16000
Carbazole ~ 4200 Biantryle ~ 24000
1-naphtol ~ 5400 Acridine orange |~ 30000
Indole ~ 5500 Péryléne ~ 34000
fluorene ~ 9000 Eosine Y ~ 90000
antracéne ~ 10000 Rhodamine B ~ 105000
sulfate de quinine | ~ 10000

VI.3. Emission

La deuxieme caractéristique d’'un fluorophore estndttre un photon de maniére
efficace. L'émission d’'un composé est caractéripée une longueur d’onde maximale
d’émission, notéa.n et le rendement quantique de fluoresceddgecalculé de la maniere

suivante :

Nombre de photons émis

Elf_

" Nombre de photons absorbés

Le rendement quantique est un nombre sans unlgtale O (non fluorescent) a 1. En
pratique il est calculé par rapport a un composéédierence (standard), placé a la méme
densité optique, par comparaison des aires de sépaiu composé et de la référence.

En fait, la mesure directe est difficile a faire let plupart du temps on détermine le
rendement quantique d'un composé par comparaisen lavcomposé de référence, dont on
connait la valeur du rendement quantique (le suli@tquinine est souvent utilisé). Pour cela,
on mesure, pour I'inconnu X et la référence S,d@mbance A et As pour une longueur
d’onde donnée, ainsi que l'airg [et F pour les deux solutions par intégration de la bande
d’émission obtenue. On obtient alors :
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Dy = Dg. As. Fx. 0/ Ax. Fs. g
ou
A= L’absorbance a la longueur d’'onde d’excitation
F= Aire sous la courbe de fluorescence
n = Indice de réfraction du solvant utilisé.
Les indices « R » et « X » référent le standarié symbole du composé pour lequel on veut

calculer le rendement quantique de la fluoresceegectivement.

Expérimentalement, il est important de meswarhdement quantique en dehors de
la présence d’atténuateurs bien connus comme daseatou ions lourds (INOs", C€* ou

I'oxygene dissout (qui favorisent le croisemeneirgysteme).

Les rendements quantiques peuvent varier en foncatie I'environnement des
fluorochromes : pH, concentration, polarité.
Le rendement quantique de fluorescence, bien qu’'étme donnée primordiale pour
déterminer la qualité d’'un fluorophore, ne reflptess systématiquement le comportement du

fluorophore.

VI.4. La brillance

La brillance B est une valeur qui associe I'absodead’'un composé a son rendement
guantique de fluorescence.

B ==0;

C’est un parametre simple qui permet d’effectues demparaisons fiables entre plusieurs
molécules fluorescentes. C’est également un parantgti donne un apercu de l'intérét
biologique d’un composé pour du marquage fluorasderst généralement reconnu qu’une
brillance de 16M™ cm* permet une utilisation confortable du fluorophate point de vue de

I'intensité du signal.

VI.5. Longueurs d’onde d’absorption et d’émission
Une attention particuliere doit étre portée sutldl®@ des spectres d’absorption et
d’émission, en plus de la détermination de ladmile. Ce point est important surtout si I'on

envisage des expérimentations sur un systeme yisancellules ou animal entier.
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Une cellule, et a fortiori un organe ou un orgam@sentier, possede nativement de nombreux
composeés endogenes, dont un certain nombre soriludesphores. Trois acides aminés, le
tryptophane et, la tyrosine et, la phénylalaninet Stuorescents. lls absorbent et émettent
dans I'UV (280nm et 348 nm pour le tryptophane cawee brillance de 800MCmi* environ)
(381

D’autres fluorophores sont présents dans le cysopéa dont les co-facteurs
nicotinamides réduits, comme le NADH, qui présatge maxima d’excitation et d’émission
a 340 et 435 nrif!. La flavine mono-nucléotide absorbe & 450nm, &m&80nm avec une
brillance de 3000 M cm* B! Enfin, il est connu que 'ADN absorbe autour @® 2m avec

un £de (7-15) 16M* cm [,

VI.6. Déplacement de stokes :

Le déplacement de stokes est la différence entrpokition du pic du spectre
d'absorption et celle du pic du spectre de flueese de la méme molécule, La détection
d'une espece fluorescente est d’autant plus fapike le déplacement de stokes est grand.
Certains fluorophores présentent un déplacemestakes faible, comme les rhodamines ou
les fluorescéines AQ~20-30nm), ont un comportement parfois problématigiams des

expérimentations de marquage fluorescent.

Déplacement de Stokes
s

Intensite

Longueur d'onde

Figure 4 : déplacement de stokes

VI.7. Temps de vie de fluorescence
Temps de vie de fluorescence ou le temps de démimespond a la durée de vie
moyenne de I'état excité. La plupart des fluoroaomes ont des durées de vie de I'ordre de la

nanoseconde.
Plust; est petit, meilleur sera la sensitivité du fludname.
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Le déclin de fluorescence au cours du temps daespepulation uniforme de molécule
excitées pendant un temps trés bref est une fonaiponentielle indépendante de la
concentration :

| (t) =1,e ™
| (t) = Intensité de fluorescence mesurée au temps
| o = Intensité de fluorescence observée immédiateapmet excitation ;

1= Durée de vie du fluorochrome.

V1.8. Stabilité

La stabilité d’'un fluorophore est une caractéristigmportante. Il doit résister au
photo-blanchiment lorsqu’une irradiation prolonggs requise. Il doit également étre inerte
vis-a-vis son environnement pour ne pas altéresigmal fluorescent attendu et ne pas
modifier sonenvironnement, notamment lors d’'imagerie biologigaBn de conserver la

viabilité de I'échantillon.

V1.9. Solubilité

La plupart des expérimentations biologiques se wdénb en milieu aqueux. Il est
important que le fluorophore ait une solubilité agse suffisante pour atteindre une
concentration adéquate avec I'expérimentation egéis. Or, la plupart des fluorophores
organiques sont construits autour d’hétérocyclenatmues reliées par une chaine carboné
insaturée ou autour d'un cceur polycyclique aroroatigcoumarines, fluorescéine,..) ces
cceurs sont fortement lipophiles et présentent deufee solubilité aqueuse limitée. Des
fonctions chimiques ionisées a pH physiologique @gtajoutées a ces fluorophores afin de
les rendre plus hydrophiles comme carboxylates pautuorescéine ou sulfates pour les
cyanines (3,5,7 et les rhodamines.

VI.10. Accessibilité chimique

Un point qui peut sembler secondaire en vue d'utilesation de fluorophores en
biologie est leur accessibilité chimique, c'estta-da possibilité de pouvoir effectuer des
modifications sur ces molécules. Ce point est né&amsrires important lorsque I'on envisage
de produire une sonde fluorescente, qui porte anetibn réactive vis-a-vis de sa cible. La
plupart des sondes commerciales posseédent uneidionester activée, permettent la

formation d’'une liaison amide avec une fonction ra@nprésente sur la molécule cible. La

i
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possibilité de modifications chimiques peut étrehexchée pour modifier les propriétés

physico-chimiques des fluorophores(longueurs d’osdribilité, pKa...)

VII. Structures des fluorophores organiques

Les descriptions de petites molécules fluorescesteg extrémement nombreuses
dans la littérature. Il est de fait impossible tBefuer une présentation exhaustive de tous les
marqueurs utilisés.
On présente ici succinctement les grandes fanmiléefluorophores organiques couramment
utilisés comme sondes en imagerie et en biologe. caractéristique commune a ces

fluorophores est la présence de plusieurs cyctenatiques dans leur structure.

VII.1. Fluorophores polycycliques aromatiques carbaés :

Y

Figure 5. EDANS
Une catégorie classique de marqueurs de biomokcaroupe les dérivés du naphtaléne
cette famille comprend I'acide 5-(diméthylamino)phtaléne-1-sulfonique (dansyl}, ainsi
que ses dérivédd®l. Ces composés présentent tGg d’environ 335 nm(em) de 520 nm, un
¢ de 6100 M-.cm® et un®; de 0.27en solution dans I'ead]
Des molécules dérivées du pyrene sont égalemdiseas comme sondes. Ces fluorophores
ont deshex etAemde l'ordre de 340 et 375 nm et une brillance d’emvi32000 M cm* 1412
Des dérivés de I'anthracéne ont également été &yséls et utilisé pour la détection d’anion
comme les pyrophosphatés!. Des structures issues du péryléne ont montré algs h
rendements quantiques en solvants organifdesmais leur utilisation semble limitée en
solution aqueusé®.

VII.2. Les quinolines :

H2C=FHC H

H ™

Rl . < H
=

- U\gjj
™~

Figure 6. Quinine
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Le composé chef de cette classe est la quinin;diiinore historique qui est toujours utilisé

comme standard de fluorescefée”!

VII1.3. Les indoles et les imidazoles :

<

*HyN N NH,
H

NH,

Figure 7.DAPI

VIl.4. Les Sondes nitrobenzoxadiazoles (NBD) :

~

NH
- \
= /
N
NO,

Figure 8. NBD.

VII.5. Les coumarines

O O OH

Figure 9. 7-hydroxycoumarine

Les coumarines regroupent une large classe de nteéoegroupant des substances
naturelles, des composés pharmacologiquement attides fluorophores. La substitution de
leur position 7 par un hétéroatome (généralemapurtés : oxygeéne ou azote) confere a ses
molécules des propriétés d’absorption dans le @&V, comme la 7-hydroxy-4-

meéthylcoumarine (ou 4 méthyl-umbelliférone, la @roxycoumarine étant communément
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appelée umbelliférone) présentant élgst Aem de respectivement 360 et 450 nm ainsi gu’une
brillance de 11000 M. Cm- environ*®. Le large déplacement de stockes (90nm) est du en
partie a un changement important de son momentaiip@ |'état excité, entrainant une perte
d’énergie par réorganisation du solvant. Les sona@éculaires construites autour d’'un coeur
coumarine représentent d'intéressants marqueursdidculaires. Les positions 3 et 4 du
squelette peuvent étre relativement facile a swiésts afin de fonctionnaliser le fluorophore
par différents groupements réactif$?. Les propriétés spectrales des dérivés 7-
aminocoumarines peuvent étre modulées par diffésestibstitutions de I'atome d’'azdtd
Enfin, les propriétés chimiques des coumarinesuslité, pKa..) peuvent etre modifiées par
des substitutions sur d’autres positions. La histihation de 'umbelliférone aux positions 6

et 8 permet d’abaisser son pKa de 835

VII.6. Autres fluorophores excités dans 'UV

D’autres composeés, absorbent dans I'UV, présententinteret car ils possédent un
déplacement de stokes remarquable.

Les dérivés de la structure diaryloxazole, commmgeade Yellow??* sont utilisés comme
marqueurs florescents. Le cascade yelow présentdéplacement de stokes de 149 nm
(hex=409nM efe,=558 nm) ainsi une brillance de 13000"m™.

VII.6.1. La fluorescéine

Figurel0. Fluorescéine

La fluorescéine demeure I'un des fluorophores las ptilisés a I'heur actuel. Il existe
sous de multiples états ioniques. La forme bis ragiee (carboxylate et phénate présents
simultanément en solution aqueuse basique, le pKpheénol étant de 6.4) est la forme
présentant la fluorescence la plus élevég=490 nm ;Xen=514 nm et affichant une
excellente brillance de 88000Mm™ %2,
La sensibilité de la fluorescéine aux variationgpHea permis le développement d’indicateurs
de pH.
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VIl.6.2. Les Rhodamines

Figurell. Rhodamine 110

Les rhodamines sont des sondes tres largemerseesli Cette classe de fluorophores
présente certaines caractéristiques clés, comméaibie sensibilité au pH et des propriétés
de fluorescence modulables par différentes allgmatides anilines.
Le composé le plus simple de la série, la rhodanit@ présente des caractéristiques de
fluorescence analogues a la fluorecéihg=496 nm ;A.,=517 nm ; brillance de 68000 M
! cm en solution aqueusEy.

VII.6.3. Les sondes naphtoxanthénes

Figure 12. Naphtofluorescéine

Ces sondes dérivent des séries fluorescéines @amtine par I'introduction de cycles
benzéne fusionnés au cceur xanthene. Ces modifisatiatrainent des sauts bathochromique
des spectres d’excitation et d’émission, commeajzhtofluorescéine, montrant des longueurs
d’'onde supérieurs a celles de la fluorescéine (B85t 660 nm) en conditions basiques. En
contrepartie, son pKa augmente a 8, soit un lodemsus du pH physiologique et sa brillance

biminue de facon dramatique (6000*Mm™) %3,

VIl.6.4 Les oxazines

HO. (0] o
T
N

Figurel3. Résorufine.
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VII1.6.5 Acridine et ses dérivés

cl

HO. o
N

cl

Figurel4. Fluorophore DDAO

VIII. Facteurs influencant sur le spectre d’émissio

Les difféerentes caractéristiques de I'émission I[deréscence : spectre, polarisation,
rendement quantique et durée de vie de fluoresceeceonstituent la signature d’une
molécule que sous certaines conditions. En efies$, marametres dépendent fortement de
'environnement de la molécule.
Le spectre de fluorescence d'un fluorochrome dégentt son environnement physico-
chimique.
VIII.1. Polarité du solvant

Le moment dipolaire d’'une molécule a I'état ex@st en général supérieur a celui de
la molécule a I'état fondamental. Les interactignob/ant/état excité diminuent I'énergie de
I'état excité, cet effet augmente avec la polatitésolvant :
La polarité du solvant influence beaucoup I'émissites molécules polaires, mais peu celle
des molécules non polaires.

1-Eau

Fluorescence emission

2- Méthanol
3- Ethanol polarité
4- Acétonitrile

5- Chloroforme

6- Toluéne

400 450 500 550 600
Wavelength (nm)

Exemple d’émission de fluorescence du 6-bromoacét@tdiméthylamino naphtalene

Quand la polarité augmente, l'intensité augmenta kngueur d’'onde d’émission diminue.
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VIIL.2. Le pH
La protonation ou la déprotonation de groupes fonokls modifient les
fluorophores, soit au niveau de leur rendement tigua@, soit au niveau de la forme des

spectres d’excitation ou d’émission.

VIII.3. Concentration ou agrégation :

La relation entre la concentration et lintensité® dluorescence correspond
graphiqguement a une courbe en cloche : la fluorescgasse par un maximum pour une
concentration optimale; ainsi a une méme intendééfluorescence correspondent deux
concentrations.

Il faut opérer au maximum sur des solutions de eptrations faibles car il y a auto-
inhibition de la fluorescence aux fortes concenires, du fait de 'augmentation du nombre
de collision entre les molécules, qui dissipeméigie recue, ou bien du fait de la formation
de polymeres non fluorescents.

Aux trés faibles concentrations, la courbe de #soence est incurvée: le domaine de
concentration utile est donc relativement étrdirnité vers le haut et vers le bas. L'épaisseur
de la solution traversée par la radiation excitatrdoit étre faible, car la concentration
optimale diminue quand I'épaisseur augmente ; d’effet de filtre interne, d0 & I'absorption

par la solution de la lumiére d’excitation et déulaiere de fluorescence.
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VIIl.4. Température :
Quand la température augmente lintensité augeneldnc le quenching
dynamique diminue et on diminue la probabilité deésion entre les molécules.
En général, une augmentation de température puevage diminution du rendement
guantique de fluorescence et de la durée de vieepgue les processus non radiatifs liés a
I'agitation thermique (collisions avec des molésulde solvant, vibrations et rotations

intramoléculaires) sont d’autant plus efficaces lguempérature est élevée.

VIIL.5. Quenching

En absence de couplage intersysteme et de convenséwne, le rendement quantique
approche la valeur maximale de 1. Si I'on ajoumddla solution contenant le fluorophore,
des molécules qui vont entrer en collision aveatesécules fluorescentes ou des molécules
capables de former avec elles des complexes quettént pas de radiation lumineuse,
d’autres voies de désexcitation vont pouvoir selpire. Ces deux types de molécules vont
jouer le r6le de quenchers de la molécule fluomtsgdors des collisions intermoléculaires,
I'énergie électronique sera convertie en énergiétijue et de vibrations, c’est le quenching
dynamique. Le quenching statique est observé lerdadformation de complexes non
fluorescents. Dans les deux cas, la valeur du reade quantique va décroitre et la
fluorescence sera faible.
VIIL.6. Influence du solvant sur le spectre d’émis®n

Le moment dipolaire d’'une molécule a I'état exesé supérieur a celui de la molécule
a I'état fondamental.
Lorsque la polarité du solvant augmente, I'énedgel’émission diminue donc la longueur
d’onde de I'’émission augmente.

La polarité du solvant influe plus I'émission deslétules polaires.

VIII.7. Déplacement de Stokes
Le déplacement de Stokes est I'écart entre laipnsdu maximum de la premiere
bande d’absorption et celle du maximum du speatréubrescence (exprimées en nombres

d’'ondes),
AV =0, -1,

em
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Ce parametre important fournit des informations lsarétats excités par exemple, quand le
moment dipolaire d’'une molécule fluorescente ess grand dans I'état excité que dans I'état

fondamental, le déplacement de Stokes augmentdapetarité du solvant.

VIII.8. Effet de la structure moléculaire sur la fluorescence

A/ Extension du systeme d’électronst. Nature de la transition de plus basse
énergie

La plus part des composés fluorescents sont arguesti Quelques composés
aliphatiques saturés sont également fluorescerit;eDfacon générale, une extension du
systemer (c’est-a-dire du degré de conjugaison) s’accomeatindéplacement des spectres
d’absorption et de fluorescence vers les grandegukeurs d’'onde et d’'une augmentation du
rendement quantique de fluorescence. Cette régieplesi est illustrée par la série
d’hydrocarbures aromatiques : le naphtaléne, |tac#ne, le naphtacene et le pentacéne

émettent de la fluorescence respectivement vdisaMiolet, le bleu, le vert et le rouge.

naphthaléne anthracene

naphthacéne pentacéne

Figure : quelques substituant qui augmentent le sy@men

Les transitions de plus basse énergie des hydmaesrlaromatiques sont du typer ;
elles sont caractérisées par des coefficients dipben molaires et des rendements
guantiques de fluorescence le plus souvent él€ugsnd un hétéroatome est impliqué dans le
systémer, la transition de plus basse énergie peut éttgpki n-z . Pour de telle transition,
les coefficients d’absorption molaires sont d’'urctéar 100 plus petits que ceux des
transitionst-n . Par conséquent, d’aprés la relation de StricRkng, la durée de vie radiative
7, est au moins 100 fois plus longue que celle delsitionz-n~ de plus basse énergie, c'est-
a-dire de l'ordre 18S. Une désexcitation radiative aussi lente n’erdomc pas en
compétition avec les processus de désexcitationradiative qui sont ainsi prédominants.
C’est la raison pour laquelle le rendement quastige fluorescence est faible pour les

mol écules dont le premier état excité est de type. C'est le cas de presque tous les
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composés azo et de certains composés comportangrdapes carbonyle ou des azotes

hétérocycliques (du type pyridine).

B/ Hydrocarbures aromatiques substitués.

*La nature ainsi que la position du substituant tgslrocarbures aromatiques peut
modifier ces caractéristiques. La présence d’atdmasls (Br, I...) en tant que substituants
d’'une molécule aromatique provoque une inhibitid& la fluorescence en raison de
laugmentation de la probabilité du passage inttesye, ['effet d’'atome lourd peut étre
faible dans les cas suivants :

v le rendement quantique de fluorescence est si élegda désexcitation par émission de
fluorescence domine tous les autres processussagatation ;
v' quand le rendement quantigue de fluorescence esilde que l'augmentation de

I'efficacité du passage intersysteme est relativemetite.

*La substitution avec des groupes électro donne@Hl, -OR, -NH, -NHR, -NR,) provoque
une augmentation du coefficient d’absorption melat un déplacement bathochrome des
spectres d’absorption et de fluorescencéa stbstitution avec des groupes électro accepteur

(composés possédant des groupes carbonyle et nénal) la fluorescence faible

IX- Applications de la fluorescence

Les applications de la fluorescence sont tres neusas. En particulier, la grande
sensibilité de la fluorescence d’une molécule amm@moenvironnement explique I'utilisation
extensive des sondes fluorescentes dans de nomhliemaines : physique, chimie,
biochimie, biologie, médecine, environnement, indespharmaceutique, etc. voici La liste

des principales applications :

a/- Suivi et dosage sensible, simple et non destrdetdomposés organiques dans tout milieu
transparent (solutions, films,...) et sous condgiodans les milieux non transparents
(hydrocarbures, polluants, médicaments, drogues, et
b/- Suivi de sondes fluorescentes dans les miliemxédét biologique :

- ions métalliques, anions, molécules neutres,

- dosage d’'anticorps,

- contréle du sang et des urines (pH, sodium, patassthlorure, C¢),

- puce a ADN;
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c/- exploration de la matiére inanimée ou vivantea@é de sondes fluorescentes : polyméres,
surfaces solides, solutions de tensioactifs, mendsrabiologiques, protéines, acides
nucléiques ; information sur des parametres phgsiggiructuraux ou chimiques (polarité,
viscosité, ordre moléculaire, pH, concentratiomu...);

d/- autres applications pratiques:

- lasers a colorants,

- Capteurs optiques chimiques, biocapteurs optiqueedes),

- lampes fluorescentes,

- marquage de sécurité de documents (ex : billetsadique),

- azurants optiques,

- contr6le non destructif,

- hydrologie,

- criminologie,

- décoration, spectrale, ...etc.
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Synthese bibliographique sur les Coumarines et |esl

applications

I. Introduction :

La coumarine est une substance naturelle organique aromatiqnaue dans la
nomenclature internationale comme 2H-1-benzopyran€ qui peut étre considérée en
premiére approximation, comme une lactone de l&a&hydroxy-Z-cinnamique. Son odeur

de foin fraichement coupé a attiré I'attention pifumeurs sur elle dés le Xixiécle.

Les coumarines existent sous plusieurs structufiggahtes. lls constituent une classe
importante d'agents pharmacologiques possédant gamme de différentes activités
physiologiques, elles font objet de la recherchiense dont la possibilité que cette classe de

molécules pourrait étre une source de medicamenisl@ traitement de plusieurs maladies.

o, e
e .
r | sl
e, A

3;-__.-* a.(.:l. C'
Structure générale de la coumarine

La coumarine est une substance naturelle orgamsglee de la féve tonka par Vogel
en 1820. Elle fut synthétisée en 1868 par W.H. iRexlpartir de I'aldéhyde salicylique et d'un
anhydride d'acide, a haute température en préstane base faible (C]£OONa)?¥. Son
nom vient de l'arbre sur lequel pousse la fevedpnkie I'on appelleumaruen amérindien.
Bien que ce soit la feve tonka qui l'illustre deda significative (1 a 3%), la coumarine est
contenue dans d'autres plantes et aliments commmeliot, la sauge sclarée, la lavande, le

miel, le thé vert, la cannelle, etd®¥,

La coumarine est stockée dans la plante sous maefale glucoside de I'acide coumarinique
qui se transforme en coumarine sous l'action dfeesyou du soleff®. Elles sont formées

dans les feuilles et s'accumulent surtout dangdeimes et les écorces, ainsi que dans les

F

tissus agés ou lésBe.
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[I. Répartition botanique et localisation

Les coumarines sont surtout présentes chez lesyidones et abondantes dans

certaines familles : Rutaceae, Fabaceae, ApiaCdéaceae, Loganiaceae, Solanaceae,

Asteraceae et Hippocastanacgde

[ll. Structure chimique et classification

Chapitre I

Ces constituants possédent une ou plusieurs forsgtbénoliques, éthérifiées ou non

(a I'exception de la coumarine proprement ditédstgourquoi on les rattache souvent aux

polyphénols. On les divise en :

Coumarines simples et Coumarines complexes ou yaurfoiranne ou pyranne est associé au

noyau benzopyran-2-of@..

[11.1. Les coumarines simples

Les coumarines les plus répandues dans le regrégealgossedent des substitutions
(OH ou OCH) en 6 et 7. Exemples :

Les génines
Coumarines R1 R2 R3
Ombelliférone H OH
Esculétol OH OH H
Scopolétol OCH OH
Herniarine H OCH H
Fraxétol OCH OH OH
Les hétérosides
Coumarines R1 R2 R3
Esculoside (=Esculine) O-Glu OH H
Cichorioside(=Cichorine) OH O-Glu
Scopoloside(=Scopoling)  OGH O-Glu H
Fraxoside OCH O-Glu OH
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[11.2. Les coumarines complexes :

On distingué?®® :

OH

Le Dicoumarol

C—CH,
OH C|H2
AN C} T
H
9) 0

\/%m
(0] (0] (0]

Acénocounia SINTROM

la Warfarine

Coumarines deérivé R1 R2 Nom
6,7-furocoumarines H H psoraléne
) (linéaires)
Furocoumarines H OCH; | bergapténe
ou R2
furanocoumarines ¢ = OCH; H xanthotoxine
Y o] o]
R1
OCH,-CH=(CHg); H impératorine
7,8-furocoumarines H H angelicine
(angulaires)
OCH; OCH;z | pimpinelline
M Samidine
R= T
CH,
T”s Visnadine
R= HC\C/CH3
H,
Antivitamines K ﬁ
OH

&
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IV. Caractérisation
- Les coumarines ont un spectre UV caractéristiqadifié en milieu alcalin.

- En CCM la coloration des taches des coumarinesxadtée en présence d’ammoniad.
V. Dosage

Le dosage des coumarines peut étre réalisé par pectrBfluorométrie, par la
spectrophotométrie UV/vis et par 'HPLC.

VI. propriétés des coumarines

VI.1. Propriétés physico-chimiques

- Les coumarines sont des solides cristalliséscBlau jaunatres de saveur généralement

amere ; certaines sont sublimables.
- Les hétérosides sont assez solubles dans I'samlubles dans ['alcool.
- Les génines sont solubles dans l'alcool et Ie@sts organiques

- Les coumarines hydroxylées possedent une intdhggescence bleue en lumiere
ultraviolette. Leur spectre U.V est également dératique et sert a leur identification.

- Les propriétés chimiques sont principalement dae$a fonction lactone insaturée,
notamment l'ouverture de I'anneau lactonique eremadlcalin.

- Avec les sels de plomb, on obtient des combimaisasolubles.

VI.2. Propriétés pharmacologiques et toxicité desotcimarines

Les coumarines augmentent la résistance et dimamperméabilité des veines et des
capillaires (propriété vitamine P). Les coumarimmesnplexes sont surtout responsables
d’accidents photosensibilisants. Cela se préseatfip par une hyper-pigmentation de la
peau.

La coumarine n’est pas cancéerogene aux doses bbdstaans la nourriture (0,25%).
Cependant on a trouvé une toxicité hépatique ®tweeurs chez le rat a 100 mg / kg / jour
et une toxicité pulmonaire et des tumeurs cheblais a 200 mg / kg / jour et ceci a entrainé
son interdiction dans les aliments. On n'observeunueffet a des doses inférieures.
Les études sont compliquées par le fait que le métsme est différent selon les espéces
animales et méme selon les doses pour une espaocéald_es doses les plus faibles sont

encore environ 100 fois supérieures a celles qat stilisées en parfumerie ou I'on peut

)
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considérer la coumarine comme sans danger. Elleeggindant interdite dans les rouges a

levrest?4,

Les dérivés coumariniques ayant des propriétésaagulantes, sont toxiques par
ingestion et contacLe port des gants au cours de la manipulationcestrhent recommandé

et le port des lunettes de protection est obligageendant toute la présence au laboratoire.

VII. Utilisation et domaines d’application des counarines

VII.1. Intérét biologique et médicale des coumarias

Les coumarines qui sont des composés phénoliquesuane structure commune de 2-
H-benzopyran-2-one possedent des activités biakegiqmultiples, telles que [l'anti-
inflammatoire, anticoagulant, antibactérien, amifigue, antiviral, anticancéreux,
antihypertenseur, antituberculeux, anticonvulsiyamtti-hyperglycémiant, antioxydant, des

propriétés neuroprotectrices, et anti- VIH (virgslimmunodéficience humainé&Y’.

VII.2. Autres applications

En cosmétique : Les produits naturels tels quelé¢'lassentielle de bergamote ont longtemps
éteé utilisés comme photodynamisants dans les geosoliaires (produit de brunissage).

lls augmentent le nombre de mélanocytes et acertisa production de mélanine par ceux-
ci; c'est & ce titre quiils assurent une meillepretection contre les radiations UXP.
Aujourd’hui, la coumarine entre dans environ 90% dempositions et, & une concentration
supérieure a 1%, dans 60% des compositions. Cesest di a la capacité de la coumarine a
s'associer avec d'autres produits.

VIII. Coumarines et fluorescence

Il a été montré que de nouvelles sondes dérivéda deumarine sont utiles a l'imagerie
médicale!®®. Les aminocoumarines ont été concu pour les idas métaux lourd comme :
Zn?, Mg*?, H@" et le Cd% la quantification est basée sur le mécanisme raesfert
d'électrons photo-induit (PET). Ces sondes détestdactivement et de maniere sensible ces
ions en solution aqueuse avec une large plage detptthe grande augmentation de la
fluorescence (13 fois) a été obseriée

Des études récentes rapportent de nouveaux ligemusne le : 6-hexyloxy-3-[p-(3',4'-
dicyanophénoxy) phényl] coumarine, et son fluoresgehtalocyanines tétra substituées
{M [PC (OBzCou)], M =2H, Zn (ll) , Co (Il) ; Bz : benzene}. Esffet; I'effet du dérivé de

)
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coumarine, sur l'intensité des spectres de fluerescde la phtalocyanine, exempte de métal
(H2PC) et des dérivés du zinc (ZnPC) a été étudiéanayen de la spectroscopie de
fluorescence & I'état stationnafr@.

IX. Intérét des coumarines fluorescentes en Biologf*”

1- Localisation subcellulaire de lipides et de gnoes €x vivg

2- Etude dynamique du trafic intracellulaire

3- Etude des interactions moléculaires

4- Etude de la viscosité membranaire

5- Etude du repliement d’'une protéine (dénaturati@maturation)
6- Etude du Séquencage de '’ADN

7-Analyse génétique par hybridatiomsitu

X. Conclusion

Ces propriétés porteront sur les progres récdats la synthese et les mécanismes
moléculaires et cellulaires de l'action de la couneaimpliqués dans la relation entre la
structure et l'activitéCes succes sont dus aux capacités des coumarislessacier avec

d'autres produits.
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Synthese de quelgues coumarines par action des digées
aromatiques 2-hydroxyles sur la 4-hydroxycoumarine

Les coumarines occupent une importante classe rdeslifs naturels et synthétiques
qui manifestent des propriétés variées. Elles gtilisées comme marqueurs fluorescents en
biochimie, Leur application dans de nombreux domside la médecine humaine, animale et
phytochimie a permis le développement d’une redteenastense utilisant comme structure de
base la 4-hydroxycoumarine. Dans notre travailsnavons realisé quelques réactions de

condensation des aldéhydes aromatiques avec ldréxtycoumarine.

La condensation des aldéhydes aromatiques vis-devia 4-hydroxy coumarine a fait
I'objet de nombreux travaux dans la littératiife ! 3> 23 Ces auteurs montrent que la 4-
hydroxycoumarine réagit avec les aldéhydes arommediq o-hydroxylé par une
translactonisation intramoléculait¥!, seuls trois aldéhydes aromatiques sont déjaéstud
ce jour. Nous avons repris ces réactions par i de synthese par chauffage a reflux avec
une étude spectroscopique dans le but d’'une pacbdfirmer la structure du produit qui se
forme dans un solvant apolaire aprotique en présdhme amine tertiaire (toluéne) et dans
un solvant polaire protique (éthanol) et d’autrg pamparer le rendement du produit obtenu.

I. Action du 2-hydroxybenzaldéhyde sur la 4-hydroycoumarine

La condensation du salicylaldéhy@a sur la 4-hydroxycoumaring décrite dans la
littérature par W.R. Sullival™ au reflux de I'éthanol, montre que cette derniéomduit & la
formation du produitA, dont il donne seulement I'analyse élémentairéegtrésultats sont
aussi comparables avab.

Cette réaction a été reprise en 1984 par P. de Matcall % en réalisant la
spectrométrie de masse, RMN du proton et RMN dharee-13, ce dernier exclu la structure
A par apparition des pics caractéristiques derlesire3b et en 1987 J. Cervello et &ffen
réalisant le spectre RMN du proton et du carboneih3i que I'effet NOE montre que le
produitA n’est qu’'un intermédiaire.

Plus récemment, cette réaction a été reprise paMAKHLOUFI et all B® au reflux
du toluéne et en présence d’'un catalyseur basigukes auteurs ont confirmé la formation du

composé&b.

)
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Nous avons entrepris cette réaction dans les deuargs, au reflux de I'éthanol ou du
toluene en présence d'un catalyseur basique thytédmine, et apres 90 mn de reflux, nous
avons séparé dans chaque solvant deux produitsutioest séparé a chaud et lavé avec du
méthanol chau@8a, et I'autre aprés refroidissement de la phase anélique3b.

Nous avons remargué que la quantité8dest beaucoup plus élevée que cellSde
dans le toluéne et inversement dans I'éthanol.

La pureté des produits est confirmée par la chrognaphie sur couche mince CCM).
Une étude spectroscopique en IR et UV/Visible ais¢ foour ces produits a fin de déterminer

leurs structures exactes.

oM o (o] OH
\ H /
+
O (e}
1
O -
O
3b

[I. Action de 2,4-dihydroxybenzaldéhyde sur la 4-fidroxycoumarine

La condensation de 2,4-dihydroxybenzaldéhy@p vis-a-vis de la 4-
hydroxycoumarinel est décrite dans la littérature avec des analiysmsmplétes®! ces
auteurs montrent que la réaction aboutit a la ftionalu produiB.

Cette réaction a été reprise en 2008 par M. Malhleuall *® en réalisant la
spectrométrie de masse, RMN du proton et RMN dharee-13, ce dernier exclu la structure
B par apparition des pics caractéristiques derlectstre4b et montre que le produg n’est
gu’un intermédiaire.

Nous avons entrepris cette réaction par les mém#haaes citées précédemment,

dans I'éthanol et dans le toluéne, nous avons é&mrs chaque solvant deux produits dont

w0




Partie Il Synsk&de coumarines Chapitre |

un est séparé a chaud et lavé avec du méthanal daaat I'autre apres refroidissement de la
phase méthanoliquib.
Comme dans le cas du salicylaldéhyde, nous avoteno plus de quantité da que

de4b dans le toluéne et inversement dans I'éthanol.

o H
) OH
OH
OH
+ —_—
o o OH
o o
oH 2b B
1
) OH
‘ '
HO o o
4b

4_a
[ll. Action de 2-hydroxy naphtaldéhyde sur la 4-hydoxy coumarine

L’action du 2-hydroxy naphtaldéhydec vis-a-vis de la 4-hydroxycoumarirfe est
décrite dans la littératuf® par la méthode de chauffage au reflux du toluérenairésence
de la triethylamine. Ces auteurs ont montré quédation conduit a la formation du composé

5b en passant par I'intermédiai@qui n’est pas isolé.

Nous avons entrepris cette réaction par les ménmahaales citées precédemment,
dans I'éthanol et dans le toluéne, nous avons éémrs chaque solvant deux produits dont
un est séparé a chaud et lavé avec du méthanal Baaat I'autre apres refroidissement de la

phase méthanoliqugh.

Contrairement aux deux cas précédents, dans da gaantité du compodb est plus
importante par rapport a celle dg&, aussi bien dans I'éthanol que dans le toluene.

u
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V. Action du 2,3-dihydroxybenzaldéhyde sur la 4aydroxycoumarine :

Parmi les réactions de condensation des aldéhydesatiques sur la 4-hydroxy
coumarine de la littérature, nous n'avons pas éeleelle qui décrit I'action de 2,3-
dihydroxybenzaldéhyde.

Dans les mémes conditions opératoires que les psoquécédents et par les

différentes voies de synthése, nous avons isol& peduitséa et6b.
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V. Etude en chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince (CCM) est eabnique analytique rapide,
simple et peu couteuse. Elle s’applique aux molscplres, aux extraits (mélange complexes
de métabolites) et aux échantillons biologiques.pbase stationnaire est constituée d’'une
couche mince et uniforme de 0,25mm d’épaisseurned’aubstance séchée et finement
pulvérisée, appliquée sur un support appropriés detre cas, nous avons utilisé des plaques
de gel de silice 60 F254 (phase normale) prétéetploi a support en aluminium, La phase
mobile ou éluant (généralement un mélange binaireemaire de solvant) migre a la surface
de la plaque par capillarité.

La CCM n’est pas suffisante pour identifier un prbdmais elle apporte des
renseignements susceptibles d'orienter vers urmothgse de structures, Par exemple:
fluorescence, coloration, Rapport frontal (Rf).

L’étude en chromatographie sur couche mince (CCMjéaréalisée dans un éluant
constitué d’'un mélange de solvants chloroforme-an@h Nous avons obtenus une seule
tache difféerente de celle du produit de départ derRf obtenu est donnée par la relation

suivante :

Distance parcourue par le composé

Rf =

Distance parcourue par le solvant

Les produits obtenus que ce soit dans I'éthanalams le toluene présentent le méme
Rys.
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VI. Etude en spectroscopie Infra Rouge IR

La spectroscopie infrarouge est une classe derspeopie qui traite de la région
infrarouge du spectre électromagnétique. Elle re@wne large gamme de techniques, la
plus commune étant un type de spectroscopie diatimor elle peut étre employée pour
l'identification de composés ou pour déterminezdeposition d'un échantillon. Une table de
corrélation de spectroscopie infrarouge présems talittérature scientifiqué” est utilisée

pour déterminer les bondes caractéristiques

Les spectres IR sont réalisés dans un appareypgeBOKER et sans utilisation du KBr. Les

bandes principales enregistrées dans chaque dadmsorées dans le tableau I-1 suivant :

Tableau I-1: Résultats des spectres IR enregistrés

N° du composé v (cm™)

3a 1750 (C=0), 362@650 une bande variable et fine ((
libre), 1745 (O=C-0).

3b
3200-3400 (OH associé), 1745 (O=C-0)

4a 1750 (C=0), 360B650 une bande variable et fine ((
libre),
1670-1700 quatre bandes variables (Gx@matique)

ab 1745 (O=C-0).
3200-3400 (OH associ€), 1745 (O=C-0)

5a 1750 (C=0), 340600 une bande variable et fine ((
libre), 1700 (O=C-O).
3650-3590 (OH libre), 1500-1600 (C=aematique)

5b 1745 (0O=C-0).

6a 1750 (C=0), 3600-3650 une bande variable et flDel|(
libre), 1670-1700 quatre bandes variables (G=C-
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6b aromatique), 1745 (O=C-0).

3600-3650 (OH libre), 200 quatre bandes variab
(C=C-aromatique), 1745 (O=C-0)

VIl. Mécanisme de la réaction

La synthése a été effectuée a partir du 4-hydraxyeosinel et divers aldéhydes
aromatiques. La premiére étape de la synthésenestandensation aldolique, suivie par la
déshydratation, ce qui a entrainé la créationchuemone stabl@-D qui peut présenter deux
formes tautoméred1-D1 et A2-D2 due a la libre rotation de la liaisan Dans la derniére
étape, la chromone conjuguée subit deux typesattioas selon la forme de I'intermédiaire :
une translactonisation intramoléculaire qui donege domposeé8b-6b et en présence de la
deuxieme molécule de la  4-hydroxycoumarine, dormtes dimeres de type 3,3-
(benzylidene)bis(4-hydroxycoumaringa-6a

Premiére étape

(@)

(e)
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Deuxiéme étape

a/ Traslactonisation intramoléculaire

o] OH
‘ XY
— Y
) )
R
3b-6D

b/ Addition d'une deuxieme molécule de 4-hydroxycamarine

VIII. Calcul semi empiriqgue MINDO/3 des AH; et des Charges de Mulliken.

Interprétation du mécanisme

Dans le but d’expliquer la formation des deux pitgjinous avons effectué le calcul
semi-empirique MINDO/3 des enthalpies de formaild# et le potentiel électrostatique des
charges pour les deux formag-D1 etA2-D2 en utilisant ChemOffice-Chem3D UItH4!.

(@)
-0.166  -0.555

O
-0.579"0.514

A2 Al

AHi=-117.22372 kcal/mole AHf=-117.2085ZXkcal/mole
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-0.556  -0.03

HO.
0955 Op 583 021

0.69 0.277 0.014

0.1

HO
-0.502
Ol

H
-0.498

D2
AH; = -169.1558 kcal/mole

C1l

_ D1
AH;=-168.40312 kcal/mole

D’aprés les valeurs des enthalpies de formation desx formes de chaque

intermédiaire, nous remarquons que les formes A2eBD2 donnent les valeurs les plus

basses contrairement a C2, ce qui laisse suppofaxilité de la translactonisation par rapport

a la double condensation et 'augmentation du nerehé des composédb, 4b et 6b par
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rapport a3a, 4aet 6a Contrairement au composé 5b qui aura un rendemi@nteur a celui

de 5a.

D’autres part, si nous regardons les valeurs dasgeks de Mulliken de I'atome de

carbone C de la liaison C=0 en position 2 du nogawmarinique, cette derniere est plus

positive dans les formes A2-D2 que dans les for&ie®1, ce qui favorise I'approche du

solvant polaire et facilité la translactonisati@mtrairement au solvant apolaire.

Les composé8b-6b peuvent exister sous quatre formes isoméres, ideutifier la

plus stable nous avons calculé les enthalpies meations pour chaque forme et pour chaque

molécule les résultats sont donnés dans le tall2awivant :

Les formes |, Il et IV sont stabilisés par la $@an hydrogéne ce qui va leur donner une plus

grande stabilite.

Tableau I-2. Valeurs d’enthalpies de formations desomposés 3b-6b

N° du AHs (Kcal/mole)

composé Forme | Forme Il Forme llI Forme IV

3b -118.46633| -116.44048 -116.97495 -120.70731
4b -179.00466| -176.38021 -176.65839 -180.90044
5b -91.11809 | -90.83136 -93.00515 -93.00273
6b -171.13858| -169.27478 -168.77594 -173.06294

&
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D’aprés les valeurs d&Hs, la formelV est la plus stable pour les compo3Bs4b et
6b par contre dans le cas du compbbkéda formelll est plus stable qu& car en plus de la
liaison hydrogene, la position et I'angle formérene deuxieme noyau benzénique et la

coumarine stabilise le composé par la délocalisates électrons.

Conclusion

Dans ce chapitre le but que nous étions fixé eséakser la synthese des coumarines
a été atteint. La pureté des composés a été cadipar la chromatographie sur couche

mince et les points de fusion.
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Partie expérimentale

I. Appareillage

Les points de fusions sont déterminés par un appscentiique SPM3 équipé d'un

microscope et un appareil banc a tube capillailmmdejue SPM11.

Les plaques CCM utilisées sont des plagues dedgedilice 60 F254 apportées par le
laboratoire MACHEREY-NAGEL.

Les résultats obtenus en IR ont été réalisés sappareil de type BOKER.
[I. Matériels

Pour la synthése, le toluene utilisé est apportdathoratoire de BIOCHEM, Le
méthanol celui du laboratoire de CARLO ERBA, l&tiol est issu du laboratoire SIGMA-
ALDRICH, Les aldéhydes aromatiques utilisés sonmmerciaux, et La 4-hydroxy

coumarine utilisée apporté par FLUKA.
[Il. Manipulation

Dans un ballon de 250ml, on introduit 0.81g (5° hioles) de 4-hydroxycoumarine

et 20ml d’éthanol puis on additionne 5:*1foles d'aldéhyde aromatique 2-hydroxylé.

A froid la 4-hydroxycoumarine est partiellementudsé et a chaud elle se dissout
complétement, on met au reflux pendant 1 heureein3 il se forme un précipité a chaud.
Apres filtration, le produit solide est lavé avacméthanol chaud, et on sépare deux produits
distincts dans chaque cas. Les produits insoluddes le méthanol chaud sont notés 3&i6a

ceux récupérés apres refroidissement du filtraharéilique sont noté&b-6b.

Dans les mémes conditions opératoires, nous avemplacé I'éthanol (solvant
polaire et protique) par le toluéne (solvant apelaprotique) avec les mémes quantités
d’aldéhyde et 4-hydroxycoumarine en ajoutant lathiglamine comme catalyseur basique.

Nous avons obtenu les mémes produits mais aveeddsments différents.

La pureté a été contrdlée par la chromatographieauche mince (CCM) qui donne une

seule tache différente de celle du produit de dépar

s
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V. Chromatographie sur couche mince
Les conditions de réalisation de la CCM :
1°) Les substances pures ont été dissoutes dah®leforme.
A remarquer que les dérivés coumarinig@asba donnent des solutions incolores3t-6b
donnent des solutions colorées.
2°) Les plagues CCM utilisées sont a base deasilide sur des plaques d’aluminium
3°) Révélateur :
Nous avons appliqué un révélateur constitué de :
 5gde KCO;
* 0.75g de KMnQ
* 75mldeau
¢ 0.63 ml de NaOH 10%
4°) Solvants : I'éluant est constitué d’'un mélamgedeux solvants de polarités difféerentes

(chloroforme-méthanol) (13/7 gouttes).

V. Résultats

Composé Rendement (%) Pf (°C) Aspect physique
éthanol toluéne
3a 5 40 250 Poudre blanche
3b 30 4 175 Aiguilles jaunes
4a 10 20 270 Poudre blanche
4b 33 15 246 Poudre jaune
5a 10 8 290 Poudre blanche
5b 40 35 256 Poudre jaune
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Valorisations des coumarines par spectroscopie UMb/
et fluorescence. Propriétés optiques et photophysigs

[. Introduction

La coumarine et ses dérivés, comme la plupart d@srdcycles, ont stimulé des
recherches intéressantes en biologie comme rodagjcen médecine comme anticoagulants
B9 en photochimie comme indicateurs de fluorescdffc®! et en spectroscopie comme
colorants laser§?*!. De nombreuses recherches concernant la fluoresades dérivés de

445.49]

coumarine en solution ont abouti a des résultatsraasant . La connaissance des

propriétés photophysiques des coumarines est dandgintérét depuis leurs applications

45051 En plus, les dérivés de

importantes dans le domaine du visible comme coterkase
coumarines sont utilisés comme agents sensibilisatedans quelques processus
photochimiqued®X. Par exemple les dérivés de 7-aminocoumarine montine nouvelle
redistribution de charge du systémeu noyau aromatique a I'état excité ce phénomene
explique les caractéristiques particulieres del@ssrs. En effet ces études montrent qu'apres
excitation il y a transfert d'électrons du groupeiree vers le noyau, aboutissant ainsi a un
transfert de charge intramoléculaire, caractéustigqle |'état excité, favorisant ainsi la
résonance mésomere (schéma 1). Pill Soon Song ebkaborateurs ont étudié leurs spectres
d'émission de fluorescence et de phosphorescebessi températufé’ ou ils ont calculé

les durées de vie des états excités et compareécalles calculées sur la base de la méthode
de Pariser Parr Popple (PPP), en chimie quant@uelques ressemblances ont été observées
entre les résultats expérimentaux et ceux obteaukhéorie. Leurs résultats ont montré que
le rendement quantique et la durée de vie expétaterme I'état excité de fluorescence
dépendent de la compétition entre I'émission direttles autres processus de désactivation

dont leurs natures sont encore sujettes de comsesérés remarquablgg®.

E =
" . |
N o o) N o o°
! !
Schéma 1
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Un grand nombre de coumarines substituées amindesuscité d'importantes recherches et
nous ont donné des renseignements beaucoup pladiédésur I'effet de solvant et de la
températuré&?>>°!

Le moment dipolaire de la coumarine a été repatéfusieurs groupes de chercheurs
[56.58] ot une étude des moments d'une série de 7-amimacme a été publi¢d”. Pendant
gue Bauman et Nagy ont calculé les moments digslale quatre coumarines substituées par
mesure de fluorescence et d'absorption électraoptiy, Giri et collaborateurs ont souligné
les changements des moments dipolaires de septacma® substituées a partir de I'état
excité en utilisant la méthode de déplacement smttaomique?®*®. Auparavant, Pill-Soon-
Song et Gordofr? ont calculé les moments dipolaires de la coumaaime états excités, de
méme qu'a I'état fondamental.

Ainsi, les moments dipolaires des dérivés de coumaamt été examinés par plusieurs
chercheurs. Cependant aucune étude systématiquété'abservée en comparant, par
exemple, les résultats expérimentaux et ceux obtepar la théorie. De méme, si
qualitativement les coumarines substituées sogetaent étudiéds® 535 quantitativement
leur effet sur les spectres électroniques d'abisorigt d'émission de fluorescence n'a pas fait
I'objet de recherches approfondies.

Dans ce présent travail nous nous proposons détadier les effets de solvant sur les
spectres électroniques d'absorption et d'émisstofiudrescence des trois coumari@s4b
et 5b synthétisé dans le chapitre | de cette partieéfpen2). Ces études nous permettent
d'avoir des renseignements sur les interactiongasblsoluté d'une part, et d'aboutir sur la
mise en évidence d'autre part de transfert de ehatgamoléculaire (TCI). Ce travail montre
aussi le role que joue le substituant suivant samaatere électropositif ou négatif et sa
position sur le noyau de la coumarine dans lesrgligeocessus d'émission de fluorescence et

d'absorption électronique.

5b 4b 3b

Schéma 2
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II. Expérimentale

[1.1. Matériels

Le diméthylsulfoxide (DMSOQO), I'acétonitrile et thloroforme utilisés pour I'absorbance en
UV/Visible et la fluorescence sont des produitdahoratoire LABOSI

[1.2. Appareillage

Les mesures en spectrophotométrie sont réaliséesnpérature ambiante du laboratoire,
mesurée avec un thermometre I.R.

Les mesures d'absorbance ont été enregistréea sypareil UV/vis type JENWAY dans des
cellules en quartz suprasil Hellma. L'estimation les erreurs expérimentales est de 2 nm sur
le maximum des bandes et 5 % pour les coefficidietdinction molaire.

Les mesures de fluorescence ont été réaliséesrstdiuarimétre JASCO- FP 8200. Les
solutions n'ont pas été dégazées, l'oxygéne n'@ast connu comme quencher des

coumarines.

[ll. EFFET DE SOLVANT SUR LES SPECTRES ELECTRONIQUE S
D'ABSORPTION ET DEMISSION DE FLUORESCENCE DES
COUMARINES

[1l.1. Spectres d’absorption UV/Visible

L'influence de solvant est due aux interactiorfsygiques solvant-soluté, qui
modifient la différence d’énergie entre |'état famdentale et I'état excité. L'étude des
variations delmax et des intensités des bandes d’absorption par @dfesolvant peut aider
dans certains cas a reconnaitre le type de laiti@nssuivant la polarité du solvant. Si on
examine une bande d'absorption propre a une egpeselution, il y a deux effets possibles:
effet hypsochrome Afax diminue ) des solvants polaire sur la transition— n* du
groupement carbonyle: cet effet est observé damasedes molécules polaires comme les
cétones en solution ou la polarité de chromophergedt plus faible a I'état excité. Ainsi,
avant I'absorption, la polarisation de la liaisBif= O ° est stabilisé par la présence d’un
solvant polaire par effet électrostatique ; il feudlors plus d’énergie pour provoquer la
transition n—= &t* d’ou un déplacement dg.x vers les faibles valeurs (effet hypsochrome) et

ce comparativement a ce qui se passerait dandwansmoins polaire.
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Effet bathochromeig.x augmente) des solvants polaires sur la transitiema* de la double
liaison peu polaire. La présence de solvant pokaira pour effet la stabilisation de la forme
excitée. Ce qui favorise la transition et le déphaent dehqax Vvers les fortes valeurs (effet

bathochrome) et ce comparativement a ce qui sefadgisdans un solvant moins polaire.

Pour les spectres d’absorption U.V/Visible mesulés,concentrations étaient de 5°1.
Les spectres d’absorption des trois comp@ke<ib et Sbsont réalisés juste apres dissolution
dans des solvants organiques qui donnent des $alstenctes. Le choix du solvant repose

sur la solubilité commune des trois composés.

Les trois composésb, 4b et 5b donnentdans le DMSO, l'acétonitrile et le
chloroforme uneseule bande (Figure 1) attribuable a la transitior» n* de la fonction

cétone.
Comme les graphes UV /Vis le montre :
Amax chloroforme= Amax acétonitrile= Amax DMSO

D'ou: plus le solvant est polaire plus la longuallabsorption maximaleirmax des

coumarines dans ce solvant est petite (effet hypsote).

0%
Cadone u) /O“m”“
10 ] 8]
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> = qr >
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FIGURE 1 : Spectre UV/vis des composé 3b, 4b et 5b dans le B@,

I'acétonitrile et chloroforme.
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Solvant Composé | Absorbance ims(nm) | 7, | (M .cm?)
(cm™)

DMSO 5b 0.607329 365 27397 12146.58
4b 0.902386 346 28902 18047.72

3b 0.61732659 325 30769 12346.53

ACN 5b 1.00227464 366 27322 20045.50
4b 0.4111064 348 28736 8222.128

3b 0.6783347 327 30581 13566 .70

Chloroforme 5b 0.9014 370 27027 18028.00
4b 1.060179 350 28571 21203.58

3b 0.802625 329 30395 16052.50

Tableau | : Caractéristiques spectroscopiques et photophysiqueles composés
3b, 4b et 5b dans le méthanol a 5.T™m

£ est le coefficient d'extinction molaire(ou absasptimolaire), exprimée en Mcm™*. Ce
coefficient varie sur une large plaf05-2.5)10 Mt.cm?, est caractéristique de la molécule
absorbante a une valeur de la longueur d’ondeuaedempérature pour un solvant donné, ce
coefficient relie la quantité de lumiere absorbgeur une longueur d'onde donnée, a la

concentration du fluorophore en solution.
D’aprés la Loi de Beer Lambert :

AN =g).l.c
Oue (A) est le coefficient d’absorption molaire (en*mY), ¢ est la concentration (en M) de

substance absorbante et | est I'épaisseur du nabearbant (en cm).
[11.2. Influence des solvants sur les spectres d’@ssion en fluorescence

La fluorescence des trois compo8és4b et 5b dans les trois solvants sont observés a
température ambiante du laboratoire et 3 3XI0
Les spectres d’émission montrent un changement dquanpolarité du solvant

diminue, cependant, des variations larges ont i@évées dans la forme des spectres et
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l'intensité de la fluorescence selon le milieu. palarité du solvant influence beaucoup

'émission des molécules polaires, mais peu celle oholécules non polaires. Quand la

polarité augmente, l'intensité augmente et la leuyw’onde d’émission dimind®.

* Le pic bouge légerement de 412 nm dans le DMSO5ani dans I'acétonitrile et a

420 nm dans le chloroforme pour le compbbé&(Figure 2).

* Pour le composéb, Aem bouge de 406 nm dans le DMSO a 408 nm dans l'aitéte

et a 410 nm dans le chloroforme. (Figure 2).

* Et pour le compos&b, Aem bouge de 384 nm dans le DMSO a 3816 nm dans

I'acétonitrile et a 388 nm dans le chloroforme (Fi6).

Nous avons noté que les pics sont rapprochés dabMEO et dans I'acétonitrile et

gu’ils sont loin de ceux observés dans le chlomfpour les trois composeés.

T

sity/Arbitrary U
EEEEER

fluorescence intensity/Arbitral

-BB88EBRES

W 30 P I 4D 4 4 A M 50 5
WAEENGHM

fluorescence intensity/ArbitraryUnits

Beo8B8B3888Y

AR

30 3D I 40 4D 40 40 40 50 50 50 B
WAENENGHMM

fluorescence intensity/ Arbitrary Units
BBEEBENREREREEE88588

30 3 B 40 4 40 4 4 50 50 50 5

WAHENGHmM

3b

FIGURE 2: Spectres d'émissions des composés 3b, 4b et 5H(5°M) dans le

4b

DMSO, I'acétonitrile et le chloroforme.

5b

Les longueurs d’'ondes d’émission sont reportéeslestiableau I, selon le solvant

utilisé. Cette variation de longueur d'onde et d'intensiééfidiorescence est aussi liée a la

nature du substituant lié a la coumarine. Le compus possede la plus grande longueur

d’onde.

IV. Calcul des rendements quantiques de fluoresceac

Les rendements quantiques de fluorescence se eaq@ar rapport a une référence adaptée.

Les spectres d'absorption de l'inconnue et defdaardce (éventuellement dans des solvants

différents) sont enregistrés et une longueur d'ahebecitation est choisie. On enregistre alors
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dans les mémes conditions les spectres d'émissibimcbnnue et de la référence, ainsi que le
spectre d'émission du solvant. Aprés soustractiospéctre du solvant, l'aire des spectres de
I'inconnue et de la référence est calculée, etrldement quantique de l'inconnue est

déterminé avec la formule suivante:
_ 2 2

ou

A= L’absorbance a la longueur d’'onde d’excitation

F= Aire sous la courbe de fluorescence

n = Indice de réfraction du solvant utilisé.

Les indices « S » et « X » référent le standaié symbole du composé pour lequel on veut
calculer le rendement quantique de la fluoresceesgectivement.

La fluorescéine dis sodique est utilisée commedstahdans notre travail, son rendement
guantique de fluorescence est de 0.9, une absaritgnB.0589, et on a enregistré un air sous
la courbe de fluorescence de 32142.62545.

Les rendements quantiqu@$ sont déterminés a la longueur d’'onde d’excitafoise

dans le spectre d’absorption pour chague compasgdeaque solvant (Tableau II).

Tableau Il : Rendements quantiques de fluorescence des compo8€, 4b et 5b

dans les différents solvants.

Solvant | Compos€ hex | Aem Ay vem Fx Dy
(cm™)
DMSO 5b 300 | 412 0.35017 | 24272 | 64058.25 0.374

4b 300 | 406 0.5638 24631 | 46632.82 0.169
3b 300 | 384 0.6072 26042 | 111196.83 0.374
Acétonitrile 5b 300 | 415 0.3299 24096 | 32895.50 0.168
4b 300 | 408 | 0.29007 | 24510 | 32576.05 0.189
3b 300 | 386 | 0.62532 | 25907 | 47806.24 0.129
Chloroforme 5b 300 | 420 0.2475 23809 | 21844.72 0.172
4b 300 | 410 0.6678 24390 | 24848.56 0.072
3b 300 | 388 0.7327 25773 | 24796.24 0.066
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Généralement, pour les trois molécubs 4b, 5b le rendement quantique augmente avec la
polarité du solvant utilis€, or les trois compogessentent un rendement quantique élevé dans
le DMSO puis acétonitrile et en dernier le chloraie.

Nos résultats sont comparables a ceux décrits Idalitsérature ou les auteurs ont montré
que la le rendement quantique du colorant destémes varie entre Taet 10?4,

3b, 4b et 5b sont donc caractérisés par une bonne efficaeiffudrescence dans les milieux

polaires aprotiques.

V. Estimation des moments dipolaires par la méthodeolvatochromique
basée sur la polarité des solvants :

L'effet du solvant sur les propriétés d'absorpt@nde fluorescence des composés
organiques a fait I'objet de travaux intéress&Atsexcitation d'une molécule par absorption
de photons provoque une redistribution des chargeis induit a des changements
conformationnels dans I'état excité. Cela peuta@mér une augmentation ou une diminution
du moment dipolaire de I'état excité par rappofetat fondamental. L'étude des moments
dipolaires a I'état fondamental et a I'état exdigemolécules électroniquement excités fournit
des renseignements importants au sujet de la steuéectronique et géométrique de la
molécule a I'état de courte durée. La connaissdocamoment dipolaire a I'état excité des
molécules électroniquement excités est trés ublar pa conception de nouveaux composés
avec des propriétés optiques non linéaires, pawidsdr la nature des états excités, et pour
déterminer le tracé de la transformation photoohirei Le moment dipolaire de I'état excité
des molécules des composés fluorescents comme étlldiées dans ce travail, détermine
également I'énergie d'émission en fonction de lanté moyenne.

Les méthodes actuellement disponibles pour l'esitimades moments dipolaires a
I'état excité simples sont basées sur le dépladerspectral causé de l'extérieur par
électrochromisme ou de lintérieur par solvatochsome. Des méthodes telles que la
polarisation électrique de la fluorescenfd et le dichroisme électrique$* sont
généralement considérés comme étant tres précis, lma utilisation est limitée par la
nécessité pour les équipements sensibles et ldesftnt jusqu'ici été relativement limitée a
des molécules simples. Le procédé solvatochromiggtebasée sur le déplacement des

s
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maximums de l'absorption UV / Vis et de la fluomsme dans des solvants de polarités
différentes. Koutek® a montré que dans des conditions appropriées, dthate
solvatochromique donne des résultats assez sséisfai Cette technique, est utilisée pour

estimer les moments dipolaires de I'état excitdifiérentes molécules.

Plusieurs chercheurs ont utilisé des techniqudérdiites pour effectuer une vaste expérience
et études théoriques sur les moments dipolairéstat fondamental et a I'état excité d'une

variété de composés organiques fluorescents telsageoumariné®®”!.

Dans la présente étude nous reportons l'estimaggnmoments dipolaires de I'état
fondamental et de I'état excité de trois coumaringsb (2-(2-hydroxybenzoyl)-3H-
benzo[flchromen-3-onefb (7-hydroxy-3-(2-hydroxybenzoyl)-2H-chromen-2-om¢t)

3b (3-(2-hydroxybenzoyl)-2H-chromen-2-one), par la tmoéle solvatochromique
basée sur la polarité des solvants.

VI. Estimation des moments dipolaires a I'état fondmental et excité

L’influence du solvant sur le maximum de la bantdsorption et de fluorescence est
utilisée pour estimer les moments dipolaires atl'dexcitation de molécules différentes. Les
équations [ég. (1) et (2)] qui donnent les meiketdsultats dans le changement des moments

dipolaires d'une molécule excitée ont été suggdrdes. Kawski et P. Bojarski®':

La différencevem :

Vs ~Ven = S T (£,N) + const Eq. (1)

Etla somme/, +V,,

Vs Ve = =S, P (&,N) +const Eqg. (2)
Ou
d(g,n) = f(g,n)+2g(n) Eq. (3)
Et

3 n*-1
g(n S 2)? i L))
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Dans ces équationg,, et I, sont les maximums d’absorption et d’émission tEm

respectivement, n et sont l'indice de réfraction et la constante di&igoe des solvants,

respectivement.
L’expression des parameétre&(e ,n) et d(e,n) sont donnés par A. Kawski et c6fi':

2n°+1 £-1 n*-1
f(g,n)= - Eq. (6
n n2+2L‘+2 n2+2} %)
2n°+1( -1 n*-1). 3(n*-1
d(g,n) = - +
A partir des Egs. (1) et (2) I'expression des peBietS, sont données par:
2o — Hy)°
=_+-° " 97 Eq. (7
S, hca? a. (7)
204 — Hg)
S, =h—3g E8) (
ca,

u, et u sont les moment dipolaires a I'état fondamental l&tat excité
h et c sont la constante de Planck et la céldeti lumiere respectivement
apest le rayon moléculaire donné par I'équation depan®®®. ¢, = (347 /4mdN ) *,

ou : 6 est la densité moléculaire, M est la masse moddiM c’est le nombre d’Avogadro

Les moments dipolaires sont calculés par les éousm8-11 suivantes :

e

U, R —281 Eq. (9)
_|s, +S|( hea? )"

M, = > 2% Eq. (10)
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Ou en divisant I'EqQ. (10) par I'Eq. (9)

Fe - $>S1 Eq. (11)

Les pentes S1 et S2 sont déterminées graphiquesndracant ¥, -V, ) et (V, +V,,) en
fonction de f (¢, n) et ® (e,n)respectivement, pour différents solvants.

Les déplacements de Stokes ont été calculés a pag spectres d'absorption et
d'émission (tableau IV). Les changements sur les gdiémission avec le changement de
polarité des solvants sont plus marqués que cdiaspics d'absorption. Cela indique que

Au est positif, ce qui signifie que le moment dipadadr I'état excité de la molécule augmente.

Le tableau Il résume les valeurs des propriétés sbdvants et des parameétres de polarité

calculésf (&,n) etd(g,n).

Solvants i (D) & n f(e,n) ® (g,n)
DMSO 3.90 46.7 1.480 0.84 1.49
Acetonitrile 3.45 375 1.344 0.863 1.332
Chloroform 1.15 4.81 1.443 0.372 0.972

Tableau lll. Résumé des valeurs des propriétés des solvanessgbatametres de polarité

calculéesf (&,n) et ®(&,n) des solvants
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Solvents  Aenm)  Aa(nm) Aem (nm) (V, V) (V,+V,)

DMSO

5b 300 365 412 3125 51669

4b 300 346 406 4271 53533

3b 300 324 381 4617 57111
Acétonitrile

5b 300 366 415 3226 51418
4b 300 348 408 4226 53246
3b 300 328 386 4581 56395

Chloroforme

5b 300 370 420 3218 50836
4b 300 350 410 4181 52961
3b 300 330 402 5427 55179

Tableau IV. Caractéristigues spectroscopiques et photophgsidas dérivés de coumarines

3b, 4b, 5bdans des solvants différents.

La figure 3., montre les graphiques dg, -v ,)en fonction de'(e.n) , et la figuredas
montre les graphiques der, +v,) en fonction ded(e,n). Les pentes ont été ensuite

obtenues a partir de ces graphiques. Les coeftcancorrélation, les pentes et les ordonnées

a l'origine sont indiqués dans le tableau V.
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Figure 3(a-c): Variation des déplacements de Stokes
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Les valeurs des moments dipolaires de I'état fmeddal et de I'état excité et du

rapport @) de la molécule a été estimée a partir des éqsa{@11) et sont reportés dans
e

le tableau 5. En outre, la variation du moment ldijpe (Au =

u, - u,|) a été calculée a partir

des valeurs estimées ge et et représentée dans le tableau VI.

Composé Pente Ordonnée a coefficient Nombre

I'origine (cn®) de Correlation de données

Eq.(1) correlations

5b 99 4535 0.56

4b 137 4131 0.84

3b 159 4564 0.84

Eq.(2) correlations

5b 1899 53973 0.98 3
4b 1050 51918 0.97 3
3b 1181 54996 0.97 3

Tableau V. Traitement statistique des corrélations des déplants spectraux des solvants
des produitgb, 4b, 5b

Molécule @, (A°) /(D) P0) (%)d AL (D)
g

5b 4.46 14.33 15.90 1.11 1.57

4h 421 2.24 8.74 3.90 6.5

3b 4.22 7.65 10.03 1.31 2.38

Tableau VI. Rayon moléculaire, moment dipolaire de I'étatdamental, de I'état excite et la
variation du moment dipolaire (en Debye, D) desveér 3-acétoacétylcoumaringsb, 4b,
3b

Avec:
1 Debye = 3.33564x1% C.m

,ug : Moment dipolaire expérimentale de I'état fondamécalculé a partir de I'Eq (9).
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U, : Moment dipolaire expérimentale de I'état excitécol# a partir de I'Eq. (10).

(&)d: Rapport dey, et u, calculé a partir de I'Eq. (11)
9

Ap® : Variation du moment dipolaire calculé a pargrldEq. (7).

Le changement du solvant de faible a forte poldritiuit une différence dans les
déplacements de Stokes, et cette derniére vatie 88395 et 5711 cihqui est indicative
d’une transition de transfert de charge.

A titre d'observation générale il ya une augménnatians les valeurs des déplacements de
Stokes avec l'augmentation de polarité du solvaet, qui signifie qu'il existe une
augmentation du moment dipolaire a I'état excite.

Les données solvatochromiques peuvent étre usligéar identifier les transitions spectrales,
appelée n-n*, n-n*, etc. Le tableau Il montre que l'augmentationlalgolarité du solvant
entraine la bande d'émission de fluorescence & snbeffet bathochrome, confirmant une
transition nza*.

Le passage de la bande de fluorescence vers deslag longueurs d'onde est due a la
différence marquée sur la distribution de chargereel'état excité et I'état fondamental du
soluté, ce qui entraine une forte interaction alescsolvants polaires a I'état excité.

Les moments dipolaires des trois composants dostgteves dans I'état excité par rapport a
I'état fondamental.

Ces augmentations des moments dipolaires sont metido de la nature du substituant
introduit sur la structure de la coumarine. Un adcéquitable a été observé dans le

changement du moment dipolair&() desmolécules. Le changement du moment dipolaire

de l'excitation suggere que I'état excité est pravede nature transfert de charge
intramoléculairé’®.

Le composélb donne le plus grand écart entre le moment dipokifétat fondamental et
excité que les deux autres dérivés ca est du aipgneent hydroxyle électro -attracteur qui

stabilise la molécule par effet mésomere.

[ oH o oH
7 J - ST
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HE o ) /o/ o o
H
o OH o oOH
/
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VII. Conclusion

Ce travail a été réalisé uniqguement dans troisastd de polarité différente, ce dernier
montre que la nature du substituant et la poladiéésolvant influent beaucoup sur le
rendement quantique de la fluorescence ces chamgeraduisent les interactions physiques

solvant-soluté qui modifient la différence d’énergntre état fondamental et état excité.
La polarité du solvant joue son role aussi sutdisité et la longueur d’onde d’émission.

Dans la présente étude, nous décrivons ausshntiastin des moments par la méthode
solvathochromique. Nous avons constaté que toatemblécules possedent des valeurs des
moments dipolaires supérieurs dans I'état excig dans I'état fondamental et le moment

dipolaire de ladb était plus élevé que les deux autres dérivésorlivient de noter que les

valeurs mesureeg, et u, des trois composés sont différents les uns dessaet cela peut

étre d( a des différences structurelles entre eux.




Conclusion générale

Conclusion générale

Au terme de ce mémoire, le but que nous étionssfigésavoir la maitrise de la

meéthode conventionnelle du chauffage a reflux ah®se en chimie organique, a été atteint.
Les résultats essentiels obtenus ont été analgsése suit :

En premier lieu, nous avons amélioré la réactiotratgslactonisation de 4-hydroxycoumarine
vis-a-vis des aldéhydes aromatiques 2-hydroxylésutdisant deux solvants de polarités

différentes.

La synthése des coumaringg-6b, a été confirmée par les différents points deofuset

différentes technigues d’analyses structuralesialitatives (CCM, IR, et UV-visible).

L'utilisation de la méthode semi-empirique MINDOg8us la chaine de calcul MOPAC a
renforcé notre étude de mécanisme de formatioma®posés coumariniques en calculant les

enthalpies de formation des deux formes isomerémtkermédiaire réactionnel.

L’étude des composé coumariniqusés 4b et 5b en spectroscopie UV/vis et fluorescence
nous a permis d’élaborer une nouvelle série de ogégpdans le cadre de la recherche de

nouvelles sondes fluorescentes.

A
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