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Introduction Générale

Introduction

L’accumulation des herbicides / pesticides conventionnels et leurs produits de dégradation
souvent trés toxiques est un probléme majeur. Un autre probléme est leur persistance dans les eaux
souterraines et dans le sol. Certains de ces composés ne sont pas seulement génotoxique,
cancérogéne, neurotoxique et immunotoxiques, mais aussi ils ont des effets négatifs sur la fertilité
des vertébrés et sont toxiques pour les abeilles. Cela exige des stratégies innovantes et
respectueuses de l'environnement sur la base de ressources durables en utilisant des composés
naturels.

Les Benzoxazinoides qui sont des métabolites secondaires (produits naturels) produits par
certaines plantes pourraient étre un groupe d’allélochimiques qui semblent étre trés efficaces dans
les cultures agricoles avec un impact bénéfique sur la sécurité de I'environnement ainsi que la santé
des consommateurs. La Benzoxazolinone et certains nombre de ces dérivés qui appartiennent a la
famille des Benzoxazinoides étaient déja connus a la fin du siécle dernier époque ou ils avaient fait
I’objet de travaux orientés exclusivement sur I’aspect chimique. D’autres études ont suscité depuis
lors un intérét énorme et avaient apporté une importante contribution & la connaissance de la
Benzoxazolinone tant sur le plan chimique que sur celui de ses propriétés biologique. Cependant, la
Benzoxazolinone souffre d'un inconvénient majeur qui est sa faible solubilité dans I’eau.

La pharmacie galénique moderne développe des systémes de délivrance susceptibles de
promouvoir le passage transmembranaire et/ou intracellulaire vers la cible souhaitée tout en
protégeant le principe actif de la dégradation. De nombreux systémes de délivrance de molécules
actives, possédant des propriétés spécifiques avantageuses pour des applications dans le domaine
de la vectorisation, ont été élaborés.

I.es eyclodextrines qui sont des oligosaccharides cycliques pouvaient étre utilisées comme
vecteurs de choix par formation des complexes d'inclusion avec les molécules hydrophobes et
permettre ainsi la solubilisation de ces molécules dans des milieux aqueux.

De nombreuses applications ont été proposées pour tirer profit de ce phénoméne, en

particulier dans le domaine pharmaceutique.

L'objectif de notre travail vise a synthétiser un nouveau dérivé : la N-méthyl
Benzoxazolinonique (Méthyl-Benzo), et étudier la possibilité de former des complexes
d'inclusion de ce dérivé et son homologue la Benzoxazolinone (BOA) avec la pB-
cyclodextrin (BCD), et ce dans le but d d’améliorer leurs propriétés physico-chimique et

pharmacologique.
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En plus de I"introduction et de la conclusion générale, ce mémoire comprend quatre
chapitres:

Le premier chapitre éxpose un apergu bibliographique sur les Benzoxazinoides, en
particulier la Benzoxazolinone et ses produits de transformation.

Le deuxiéme chapitre rapporte une synthése bibliographique sur les cyclodextrines
et leurs intéréts en tant que vecteurs biologiques par formation de complexes d’inclusion,
ainsi que les méthodes et les techniques les plus utilisées pour la détermination de la
steechiométrie et la constante de stabilité de ces complexes.

Le troisiéme chapitre présente les résultats et discussions sur la synthése et
caractérisation du dérivé N-méthyle- Benzoxazolinone.

Une étude de la formation de complexes d’inclusion de la Benzoxazolinone et son dérivé
N-méthyl¢ avec la B-CD a I’état solide et en solution au moyen des méthodes spectrales IR
et UV-visible a été également rapportée.

Le quatriéme chapitre est réservé a la description des protocoles expérimentaux et
des essais que nous avons conduits au cours de ce travail, ainsi que les caractéristiques des

produits obtenus.
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Benzoxazolinone et produits de transformation

L.1) INTRODUCTION

Au cours des dernieres années il y a eu un intérét croissant pour les perspectives
d'exploitation des produits chimiques naturels comme une stratégie alternative pour
contrdler les mauvaises herbes, les insectes et les différents types de maladies.
Les produits chimiques naturels appelé également écomones sont des métabolites
secondaires qui interviennent dans les interactions entre les organismes. Ils sont subdivisés
en composés allélochimiques et phéromones selon que les interactions sont interspécifique
ou intra-spécifique, respectivement.

Il y a une énorme diversité d’allélochimiques dans la nature. Environ 10 000
composés sont connus [1] Un groupe d'allélochimiques qui a été fortement mise au point
au cours des derniéres décennie est les Benzoxazinoides; Ce groupe de métabolites
secondaires des plantes, se trouvent principalement dans les céréales, a savoir le blé, le
seigle et le mais, mais aussi dans certaines plantes dicotylédones [2].Ils ont tout d'abord un

réle remarquable comme des armes chimiques contre les autres organismes [3].

1.2) SRUCTURES DES PRINCIPAUXS BENZOXAZINOIDES

Les Benzoxazinoides sont divisés en trois groupes en fonction de leurs différences de
structure (Figure. 1) [4]:

(1) Benzoxazolinone, y compris 2-Benzoxazolinone (BOA) et 6-méthoxy-2-
Benzoxazolinone (MBOA).

(2) Les lactames, y compris, 4-Benzoxazine-3-one 2-hydroxy-1 (HBOA), 2-hydroxy-7-
méthoxy-1, 4-Benzoxazine-3-one (HMBOA) et leurs glucosides2-B-D respectifs.

(3) les acides hydroxamiques, y compris 2, 4-dihydroxy-1,4-Benzoxazine-3-one (DIBOA),
2, 4-dihydroxy-7-méthoxy-1.4-Benzoxazine-3-one  (DIMBOA), ainsi que leurs
glucosides2-B-D correspondant.

La figure 1 montre aussi les hexoses de DIBOA et HBOA :
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R
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Figure.1 : structure des Benzoxazinoides les plus connus.

Lorsqu'ils sunt produils en quantités excessives, les Benzoxazinoides sont stockés

sous forme de glycosides [5], et ces glucosides moins toxiques sont convertis par voie




Chapitre 1 Benzoxazolinone et produits de transformation

enzymatique aux formes aglycones trés actives dans des conditions de stress ou d’attaques
par des herbivores [6].

La réactivité de DIBOA et DIMBOA avec par exemple NH;, et les groupes
nucléophiles SH des biomolécules [7]conduit & une protection contre une large gamme
d'herbivores, de champignons et de bactéries pathogénes. En dehors de leurs activités
comme insecticides, fongicides et bactéricides, les benzoxazinoides sont phytotoxiques
pour les plantes sensibles.

Les réactions souvent observées sont une germination inhibée, mais en particulier une

réduction de la croissance des plantes.

I.3) DESCRIPTION DE LA BENZOXAZOLINONE(BOA)
Découverte en 1876 par « GROENWK » [8] ; la Benzoxazolinone (BOA) est un
uréthane cyclique, formé de I’accolement d’un noyau benzénique et d’un ensemble

oxazolinonique, elle répond & la formule générale suivante :

H
| 4
b S
o= |
\O/\/U
7

Figure .2 : Structure générale de la Benzoxazolinone.

Durant ces derniéres années, la Benzoxazolinone (BOA) a fait ’objet de nombreux
travaux chimiques et pharmacodynamiques, qui ont démontré son intérét en allélopathie et

en chimie médicamenteuses, [9, 10,11].
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1.4) CARACTERISTIQUES PHYSICOCHIMIQUES DE LA BENZOXAZOLINONE

Tableau.1 : Certaines caractéristiques physicochimiques de la benzoxazolinone

Etat physique Solide
Aspect brun clair
Odeur sans odeur

Point/intervalle de fusion | 137 - 141°C

Hydrosolubilité soluble dans I’eau chaude
Formule moléculaire CqHsNO,
Poids moléculaire 135.12 g/mole

L.5) PREPARATION DE LA BENZOXAZOLINONE

La Benzoxazolinone est accessible par voie biochimique ainsi que par voie chimique.

5.a) Voie biochimique

Selon VIRTAREN [12], il existait dans certains plantes de seigle, un composé, qui
par dégradation donne naissance & la Benzoxazolinone (BOA), il s’agirait d’un glucoside
dont I’aglycone, libéré par I’action des enzymes est un dérivé Benzoxazinique que la
chaleur décompose en Benzoxazolinone.

En effet, la Benzoxazolinone est facilement absorbée par les plantes et affecte de

nombreux processus physiologiques, notamment la germination des graines et la

croissance des semis. Différents mécanismes ont été pro

e gocan

ngée nour l'inhihition de la
QEEs pour Imnibilion de 1 a

croissance des plantes par le BOA.

Le schéma simplifié de la biosynthése de la Benzoxazolinone est le suivant:

OH TH H
o) r!: , A N r!.r

Décompositon chaleur
-—-—b- "‘” (0]
Enzymatique

o HO .

o) ’
)

Glucoside de seigle Aglycone Benzoxazolinone

Schéma.l : Biosynthése de la Benzoxazolinone.
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b)

5.b) Voie chimique

La Benzoxazolinone est obtenue par synthése pour la premiére fois a partir de
Iortho-hydroxyphényl- uréthane et depuis, elle a été préparée par de nombreuses voies
[13].
1) Préparation a partir de ’acide salicylique [14]
Le salicylamide traité par I’hypochlorite de sodium conduit a la Benzoxazolinone par le
mécanisme du procédé d’Hoffman de dégradation des amides. La formation de
I’isocyanate est suivie d’une cyclisation et non d’une hydrolyse en amine.
L’action du chlorure de thionyle sur I’acide salicyl-hydroxamide conduit au méme
isocyanate que dans le cas précédant (transposition de lossen), puis aprés cyclisation a la
Benzoxazolinone.
Le traitement de [’hydracide salicylique par I’acide nitreux, conduit lui aussi a la

Benzoxazolinone par I’intermédiaire du méme isocyanate (dégradation de Curtus)

2) Préparation a partir de I’ortho-amino-phénol

a) Par fusion avec I"urée: cette préparation a été mise en ceuvre a I’échelle industrielle.

|
HaN 0 N
-+ JJ\ 155%C P 4
_— —c
HO H,N NH, \o

Schéma .2: Préparation de la Benzoxazolinone par fusion de I’urée avec
de I’ortho-amino-phénol.

b) Par action du phosgéne en milieu alcalin:

HoN

Schéma .3 : Préparation de la la Benzoxazolinone par action du phosgéne
sur ’ortho-amino-phénol.
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¢) Par action du chloroformiate d’éthyle on obtient intermédiairement un hydroxyphényl-
uréthane qui est ensuite cyclisé. C’est le procédé le plus ancien de synthése de la

Benzoxazolinone,

H

|
HaN N N
/ /
=t HO = e U,

HO

Schéma. 4 : Préparation de la la Benzoxazolinone par action du chloroformiate d’éthyle

sur |’ortho-aminophénol.

3) Préparation de la Benzoxazolinone a partir de certaines structures bicycliques:
L’action d’un acide sur I’amino-2 benzoxazole ou traitement par I’eau chaude du chloro-2

benzoxazole conduisent & la Benzoxazolinone.
|
N e N
Vi Acide /N H,0 chaude /
HZN—C\ —®> o= —— Cl“C\
o] \o 0

Schéma .5 : Préparation de la Benzoxazolinone & partir de certaines structures bicycliques.

4) Extension des méthodes précédentes aux Benzoxazolinones substitués

Les méthodes de préparation de la Benzoxazolinone elle-méme ont été étendues a
la préparation de Benzoxazolinone substitués sur le noyau aromatique ou sur I’atome
d’azote par [utilisation d’aminophénols ou de dérivés salicylés eux-mémes

convenablement substitués [14,15].

I.6) PROPRIETES CHIMIQUES DE LA BENZOXAZOLINONE
Sur le plan chimique, la réactivité de la Benzoxazolinone peut étre classée en trois

grandes séries de réactions [16]:

1) Substitution a ’azote
L’atome d’hydrogéne porté par I’azote de la Benzoxazolinone (hydrogéne labile) est

facilement remplacé par un ion sodium sous I’action de I’éthylate de sodium en milieu

8
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alcoolique, ou méme de soude en solution aqueuse, le dérivé sodé ainsi obtenu constitue

’intermédiaire de synthése des alkyles -3- Benzoxazolinones.

H |
| e N
/N C,H;ONa F R-X
- _— ozc\ — % =t
0 0 0

R-X : est un halogénure d’alkyle

Schéma.6 : Réaction de substitution sur I’azote de la Benzoxazolinone.

b) La mobilit¢ de I'hydrogeéne li¢ a I’azote (hydrogeéne acide) permet également a la
Benzoxazolinone de réagir avec des réactifs variés, citons par cxemple la formation des

bases de Mannich a partir du formol et les amines secondaires [17].

T CHy-NR4R,
N
/ R | 4
0=C —}_ l + c=—0 » O=C
NH e !
0 Ry 0

Schéma.7 : Réaction de formation des bases de Mannich avec la Benzoxazolinone.

2) Ouverture du cycle oxazolinonique (Hydrolyse alcaline et hydrolyse acide)

L’ouverture du cycle oxazolinonique en milieu acide et surtout alcalin conduit a des

aminophénols diversement substitués.
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R,H-N

R NaOH . N
—_—

\o = HO F

Schéma.8 : Hydrolyse alcaline de la Benzoxazolinone.

3) Substitution sur le noyau benzénique de la Benzoxazolinone

Le comportement général du noyau aromatique de la Benzoxazolinone vis-a-vis des
réactifs de substitution électrophiles classiques (agent de nitration, halogénation,
sulfonation, alkylation ...etc.) est connu depuis longtemps.

Cette substitution conduit selon les conditions expérimentales et la nature des réactions, a
des dérivés monosubstitués en position 6 et souvent accompagnés de dérivés disubstitués

ce qui montre unc particuli¢re réactivité du noyau aromatique.

- Acylation de la Benzoxazolinone

L’acylation de la Benzoxazolinone n’a été décrire que beaucoup plus récemment (1973)
[14], elle se déroule commodément par action d’acides organique utilisés comme agents
acylants en présence d’acide phosphorique (P.P.A), qui joue le rdle de solvant et de
catalyseur. Ce procédé ne s’est pas révélé général, puisqu’il s’applique uniquement aux
acides ou aux chiorures d’acides aliphatiques, aromatiques et aussi a quelques acides
hétérocyclique et halogéno-acides qui conduit aux dérivés acyles monosubstitués en

position 6.

= RI =H ,CH';

Figure.d : Structure générale des acyl-6-Renzoxazalinanes

10
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Les limites de cette méthode d’acylation ont été remédiées par d’autres conditions utilisant
le chlorure d’aluminium(AICl;)- diméthyle formamide (DMF) et les halogénures d’acides
organiques ou leurs anhydrides comme agents acylants [18].

Cette nouvelle méthode avait permis non seulement d’obtenir des acyl-6 -
Benzoxazolinones non accessible avec la premiére méthode utilisant le P.P.A mais
également d’améliorer sensiblement les rendements.

Cette méthode est donc plus générale, elle a été appliquée aux dérivés aliphatiques,

aromatiques, halogéno-aliphatiques, et surtout aux anhydrides et aux diacides organiques.

R T1
| N
N. AN AN
o= | o=c | .
\o = 0 v

Schéma.9 : Réaction d’acylation de la Benzoxazolinone.

Les composés obtenus selon cette méthode se sont révélés dans tout les cas identiques aux
produits obtenus dans le P.P.A (méme propriétés physico-chimiques et spectrales).

Il est intéressant de remarquer que malgré la grande réactivité de noyau aromatique de la
Benzoxazolinone qui est trés riche en électrons appartenant a des orbitales "n" et "n" ,une
tentative d’acylation ou d’une alkylation cyclisante en position 5 de la molécule avec des
réactifs tels que les anhydrides d’acides et les halogéno- 3propionyle n’avait pas eu lieu, et
que cefte cyclisation intramoléculaire ne se produisait pas dans les conditions
expérimentales et que I’on obtient uniquement dans tout les cas des dérivés acyles en

position 6 de la molécule, ceci traduit parfaitement I’influence désactivante du groupement

carbonyle sur le noyau aromatique de I’ensemble Benzoxazolinone.

11
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I.7) RELATION ENTRE LA STRUCTURE CHIMIQUE ET LES PROPRIETES
PHARMACODYNAMIQUES
Certaines relations entre structure chimique et activité pharmacodynamique connues en
chimie pharmaceutique par QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships), et qui
consistent & rechercher les points communs pouvant exister par exemple au niveau
structural, fonctionnel, géométrique etc, entre les structures moléculaires ayant la méme
activité, ont servi comme hypotheése dans les recherches des propriétés biologiques de la
Benzoxazolinone.
L’intérét et I’intensité des recherches consacrées a cette molécule se justifient par le fait
qu’il s’agit d’une structure biologique. En effet la structure de la Benzoxazolinone existe a
I¢état naturel dans le régne végétal, plus particulierement chez les graminées.
La Benzoxazolinone elle-méme a été isolée de certaines variétés de seigles. Mais c’est
surtout la méthoxy-6 Benzoxazolinone qui semble la plus répondue, elle a été identifiée
dans le blé, mais et autres graminées. Elles seraient (Benzoxazolinone et dérivés
homologues) responsables de la résistance des graminées a certaines maladies bactériennes
et fongiques [19].
Parmi les propri€tés pharmacologiques de la Benzoxazolinone, on peut citer les propriétés
antiallergiques et anti-inflammatoires, ainsi que les activités sédatives du systéme nerveux

central, antibactériennes, analgésiques, herbicides, insecticides et antifongiques.

a) La particularité structurale qui a attiré initialement I’attention sur la Benzoxazolinone est

la présence dans la molécule d’un fragment qui I’apparente aux uréthanes.

| |
,L SR /,.N._ 2
/ R =0 X
=] T
/
(o)n '\//'// \'Csz TR
Benzoxazolinone Phényl-uréthane

Figure.4 : Analogie structurale entre la Benzoxazolinone et les uréthanes.

Cette analogie de structure a orienté les premiers travaux pharmacodynamiques vers la
recherche de propriétés rencontrées dans la série des uréthanes : propriété hypnotiques,

antipyrétiques, analgésiques.....Etc.

12
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b) la Benzoxazolinone est un uréthane cyclique ce que la rapproche des oxazolidine-diones
dont certaines sont utilisées en thérapeutique comme antiépileptique et dont le pouvoir

analgésique a été signalé.

R
N—H N
_ =C—N— gl
Rs F% i o=C \,C=O
N o= H N
C=0 R,— ¢ c=0 G
/\/ 1 1 H
0=c—N—H
Benzoxazolinone oxazolldmedmne Barbiturique hydantoines

Figure.5 : Analogie structurale entre la Benzoxazolinone, les oxazolidinediones,
les barbituriques et les hydantoines.

D’autre part le groupement -NH-CO-O qui existe dans la Benzoxazolinone, et I’ensemble
NH-CO-NH, qui se trouve fréquemment dans les hypnotiques et antiépileptiques
(batbituriques, hydanloines .ete), sont analogues au titre de la loi de GRIMM (loi de
bioisostérie).

¢) Il existe une similitude structurale entre la Benzoxazolinone et la coumarine, identique &
celle qui se retrouve entre le benzéne et le pyrolle (remplacement du groupement -NH par

—HC=CH-).

|
N \
o=—=c I o=c
N
g \/ \O
Benzoxazolinone Coumarine

Figure.6 : Similitude structurale entre la Benzoxazolinone et la coumarine.

d) L’intérét pharmacologique de la Benzoxazolinone s’est trouvé considérablement
confortée en partie par des publications récentes décrivant la méthoxy-6-
Benzoxazolinone comme analogue de la mélatonine, capable de stimuler la fertilité de

divers espéces animales [20].

13
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H3CO

= NHCOCH; HaCO 0
AN
N |
| H
Melatonine Methoxy-6 benzoxazolinone

Figure.7 : Analogie structurale entre la méthoxy-6-benzoxazolinone et la mélatonine.

¢) De nombreux dérivés de la Benzoxazolinone ont été décrits en thérapeutique comme
possédant des activités pharmacologiques trés variées. Parmi ces dérivés on peut citer les
acyl-6benzoxazolinones et leurs dérivés (Figure.7).C’est ainsi que la benzoyle-6-
Benzoxazolinone possede une activité analgésique intense ; Développé jusqu’au stade des
essais cliniques ,ce composé se montre dépourvu d’activité anti-inflammatoire et posséde
un profil pharmacologique apparenté & celui de la glafinine avec 1’avantage d’une toxicité
nettement moindre.

Récemment, affinité exceptionnelle de divers (amino-2-ethyl)-6-Benzoxazolinone pour
les récepteurs sérotoninergiques (traitement des troubles du sommeil et des troubles du

caractere et du comportement) a été indiquée [21].

| |
N N N
N / =
o={ || | N /L/l
R
\o P \/\ Vi o 2\
N C—
\ Il
Ri
(Amino-2-ethyl)-6-benzoxazolinone Benzoyle-6-benzoxazolinone

Figure.8 : Exemples d’acyle-6-benzoxazolinone et ses dérivés utilisés en thérapeutique.

Le choix d’agents d’acylation trouve sa justification dans les arguments suivants orientés

par les études pharmacologiques [22]:
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-L’introduction d’un substituant acyle sur le noyau Benzoxazolinone étant en effet
susceptible de renforcer le pouvoir hypnotique et neurolipémiant de la molécule

fondamentale.

-La substitution par un reste de type acide gras devrait permettre I’obtention de composés

lipophiles et améliorer ainsi leur passage au niveau du systéme nerveux central.

En outre , les acyl-6-Benzoxazolinones sont doués d'une activité analgésique dépourvue
d'activité anti-inflammatoire et d'un niveau nettement plus intéressant que la plupart des
substances analgésiques non morphiniques connues a ce jour par exemples : les salicylés et
les pyrazolés, ces derniers possédent également une activité anti-inflammatoire et ils
interviennent par conséquent sur les processus impliqués dans I'inflammation.; il s'ensuit
donc de multiples effets secondaires dont les plus connus sont : attaque de la muqueuse

gastrique avec possibilité d'ulcéres.

1.8) CONCLUSION

Les Benzoxazinoides et en particulier la Benzoxazolinone ont été intensivement
¢tudiée dans les plantes comme sources endogénes de résistance contre les champignons,
les insectes et les mauvaises herbes. Par conséquent, ces composés pourraient jouer un réle
important dans les systémes agricoles durables pour lutter contre les ravageurs dans les
systemes agriceles mnavante, B plie de Toie nolivitds comme Inzccricides, fongicides ol
bactéricides, ces produits pourraient étre considérés comme une plateforme pour la
conception et la synthése de nouveaux dérivés présentant un large spectre d’activités

biologiques.
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Chapitre I1 Les Cyclodextrines

Les cyclodextrines

I1.1) Introduction

Les cyclodextrines(CDs) sont des oligosaccharides cycliques non-réducteurs
obtenues industriellement par la dégradation enzymatique de 'amidon, ou plus précisément
de ’amylose. L’enzyme impliquée, la Cyclodextrine Glycosyl Transférase (CGTase) est
produite  par  différents = microorganismes comme  Bacillus = macerans,
Klebsiellaoxytoca,...etc [1]. Les trois types de CD les plus couramment rencontrés sont les
héxaméres (a—CD), héptameres (B—CD) et octaméres (y—CD) contenant respectivement
6,7 et 8 unités D-glucopyranosiques liées entre elles par des liaisons glucosidiques a 1-4

(Figure.1).La p—CD étant la plus accessible, la moins cheére et la plus utile.

I1.2) Caractéristiques structurales des Cyclodextrines

Les structures tridimensionnelles des CDs ont pu étre obtenues a partir de I’étude
de leurs monocristaux par diffraction des rayons X, ce qui a permis de mettre en évidence
la structure tronconique des CDs ainsi que de déterminer les dimensions des cavités de
chacune d’elles [2]. La paroi de ces cOnes est constituée par les unités glucoses, en
conformation chaise *C; [3,4]. Les cyclodextrines sont des molécules chirales, chaque unité
de glucose (Cs Hio Os) contient 5 atomes de carbone asymétrique. La B—CD contient donc

35 atomes de carbone asymétriques.
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Figure.1: Structure moléculaire et forme géométrique des Cyclodextrines (a, B, y).les
dimensions respectives des CDs obtenues d’apreés les données cristallographiques.
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Conformément au figures.let 2, les hydroxyles secondaires O2H et O3H se
trouvent sur la partie la plus large du céne appelée face secondaire et peuvent présenter
des onts Hydrogéne conduisant & la rigidit¢ du macrocycle et stabilisant la forme
tronconique. Sur Pextrémité la plus étroite (face primaire) se trouvent les hydroxyles
primaires O6l, les oxygénes interglucosidiques (04) sont situés sur I’équaleur du cone et
dirigés vers Iintérieur de la cavité. Ils produisent une forte densité électronique donnant
aux cyclodextrines le caractére d’une base de «Lewis». Les hydrogénes H1, H2 et H4 sont
dirigés vers I’extérieur de la cavité tandis que les hydrogénes H3 (prés de la face
secondaire), et HS (prés de la face primaire) sont orientés vers l'intérieur. Ces derniers sont
les seuls pouvant interagir avec un substrat inclus dans la cavité. A cause de la structure
tronconique et de la position particuliere des hydroxyles, les cyclodextrines sont
amphiphiles et possédent donc deux zones de polarité distinctes :L’extérieur de la cavité
et les extrémités sont polaires: Ceci est du essentiellement aux hydroxyleset favorise ainsi
la solubilisation dans des solvants trés polaires. En revanche, I’intérieur de la cavité ou se
trouvent uniquement les oxygénes interglucosiques, est moins polaire (polarité de type
¢ther) et cette zone est plus hydrophobe (surface de contact avec Ia molécule invitée).

“ Face primaire

"uun,‘ l | i
n=6a-CD E_w s e
n=7B-CD = e

n=8yCD

MO
cH .on cH oH i
Face secondaire

Figure.2: Représentations de la structure chimique des cyclodextrines naturelles.
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I1.3) Propriétés physico-chimiques des Cyclodextrines
I1.3.1) Solubilité dans I'eau

Malgré la forte similitude structurale, les cyclodextrines n'ont pas un comportement
comparable vis a4 vis des molécules d'eau. La solubilité en milieu aqueux dépend des
contraintes dans les anneaux, de l'orientation et de l'intensité des liaisons hydrogene.
Justement, il est a remarquer la faible solubilité de la f—CD en comparaison avec celles de
"o et de la y—=CD (Tableau.1).Cette perte de solubilité, dont les causes n’ont pas été
totalement éclaircies, semble due au réseau de liaisons hydrogéne particuliérement fort au
sein de la B—CD, une ceinture compléte de ces liaisons est formée, ce qui lui confére une
structure relativement rigide et une plus faible solubilité dans I’eau [5]. Sa limitation a
aussi €té attribuée & la formation d'agrégats de B—CD [6]. Lors de la synthése de B-
cyclodextrine modifiées, de mono ou poly-modifications, les solubilités obtenues sont
alors tres largement augmentées par rapport a la cyclodextrine naturelle, y compris aprés
greffage de groupements relativement hydrophobes renforgant I’hypothése du réseau
stabilisant. Dans le cas de a—CD, la ceinture de liaisons H est incompléte, I"une des unités
étant dans une position distordue, il n’y a donc que 4 liaisons formées (au lieu des 6
prévues). La y—CD non planaire et plus flexible, posséde la plus grande solubilité dans
I’eau. Cette déformation va en s’accentuant avec les CDs dont le nombre d’unités glucose

est supérieur a 8 et agit de fagon défavorable sur leurs propriétés d’inclusion.

Tableau.1:Propriétés physico-chimiques et structurales des principales cyclodextrines[1].

o-CD B-CD 4-CD
Nombre d’unités glucose ) 7 8
e e g e s
R e s e ———
Solubilite dans 'eau a25°C(gfly | 145 1T igs T
L8 2370 e SO, E 0D LS U S N .
Point de fusion (°C) 275 280 275
Diamelre de Ia cavilé (i) 4 _["),47 -0,53 0,6 - 0,65 0.75— 0,85
EfE e T
YT e R R T i
s st A s gt e
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I1.3.2) Les complexes d'inclusion
I1.3.2.1) Propriété de complexation des CDs et steechiométrie
De par leur structure cyclique tridimensionnelle, leur cavité et leur caractére

amphiphile, les CDs sont les composés de premier choix pour la formation de complexes
d'inclusion de type hote-invité avec un grand nombre de molécules (neutres, chargées,

polaires ou apolaires),oll aucune liaison covalente n’est créée. Des complexes de

steechiométries diverses peuvent étre formés (Figure.3).

Figure.3:Représentation schématique de la formation d’un complexe d’inclusion.

On parle de complexe 1:1 lorsqu’une molécule invitée interagit avec une molécule
de cyclodextrine. Un complexe 1:2 voire 1:3 est formé si la molécule invitée est de grande

taille et si plusieurs molécules de cyclodextrines peuvent interagir avec elle. Par contre, un
rapport 2:1 est obtenu dans le cas ou la cavité de la cyclodextrine est suffisamment

spacieuse pour accueillir deux molécules. La taille de la cavité ¢t de la molécule invitée

jouent donc un rdle important dans le processus de complexation [7].
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Figure.4 : Représentations schématiques de complexes d’inclusion
De steechiométries différentes
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I1.3.3) Facteurs influencant la complexation des molécules organiques par les CD

a) Facteurs stériques

Le mécanisme de formation du complexe fait intervenir des paramétres stériques,
c'est-a-dire les dimensions et la géométrie des deux molécules qui interagissent. En effet,
des molécules trop grosses pour pénétrer méme partiellement dans la cavité de
cyclodextrine ne pourraient pas former de complexes stables. Il en est de méme pour des
molécules trop petites, qui pourront pénétrer dans la cavité mais les interactions entre ces
derniéres et la cavité seront trop faibles pour les maintenir a Iintérieur et par conséquent

elles en sortiront trés rapidement [8].

b) Polarité et charge
La charge et la polarité¢ de la molécule invitée sont importantes pour la formation
de complexes d’inclusion. En général, ce sont des molécules hydrophobes ou des
groupements hydrophobes de molécules qui présentent une affinité pour la cavité interne
des cyclodextrines en solution aqueuse. L’hydratation d’un complexe d’inclusion d’un
compos¢ hydrophobe est énergiquement favorisée par rapport a I’hydratation de chacun
des composants pris séparément. C’est la cohésion des molécules d’eau qui favorise

Pinteraction hydrophobe, plutdt que I’attraction entre I’hote et I’ invité.

I1.3.4) Mécanisme de complexation

En solution aqueuse, la cavité des CDs est occupée par des molécules d’eau
eénergiquement défavorables 4 causc des intcractions polaire-apolaire, ce qui permet une
substitution aisée par des molécules invitées de moindre polarité que I’eau. Cette exclusion
s’accompagne d’une diminution de I’enthalpie. On peut séparer la formation d’un
complexe en plusieurs étapes [9] :
* Approche de I’invité vers la cyclodextrine.
* Rupture de la structure de I’eau a I’intérieur de la cavité de la CD et éviction de
certaines de ces moléeules, car elles sont énergétiquement défavorisées (AH élevé en
raison de I’interaction polaire —apolaire).
*Rupture de la structure de I’eau autour de la molécule invitée et transport de molécules
d’eau vers la solution.
* Interaction des groupement non polaires de la molécule invitée avec la cavité

hydrophobe de la cyclodextrine (modification entropique et enthalpique).
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* Eventuellement, création de la liaison hydrogéne entre I’invité et la cyclodextrine;
* Reconstitution de la structure de I’eau autour des parties exposées de Iinvité

apres I’inclusion (Figure.3).

Les énergies mises en jeu pour stabiliser le complexe d’inclusion sont en effet attribuées a
divers facteurs comme les forces de van der Waals, les interactions hydrophobes, les effets
electroniques et les facteurs stériques. La synergie de ces faibles interactions conduit 4 un
équilibre dynamique entre la molécule invitée(I) et la cyclodextrine (CD). Aussi, les
constantes de stabilité des complexes « I/CD » dépendent fortement du solvant. Comme
indiqué dans la Figure 5, la complexation entre un substrat et une cyclodextrine sera

d’autant plus forte que la polarité du solvant sera élevée.
O+ W ——
Polariré

Cyclohexane

L-—---—

Acétone

Figure 5. Stabilité¢ des complexes d’inclusion en fonction de la polarité du solvant

I1.4) Mise en évidence de la formation des complexes d’inclusion

Les méthodes utilisées pour détecter I’inclusion a 1’état solide sont: la diffraction par
rayons X, les méthodes thermiques, la chromatographie sur couches minces, la
spectroscopie infrarouge, la microscopie €lectronique a balayage, et le test de dissolution.
En solution, on peut détecter la formation du complexe par les méthodes spectroscopiques
(spectroscopie UV/ visible, spectroscopie de fluorescence, spectroscopie de résonance

magnétique nucléaire...etc), et les méthodes é€lectrochimiques et micro calorimétriques.
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IL.5) Détermination de la steechiométrie et la constante de stabilité [10-12] des
complexes d’inclusion

I1.5.1) Détermination de la stoechiométrie

Les méthodes les plus utilisées pour la détermination de la steechiométrie des complexes
d’inclusion sont la méthode des variations continues (MVC) et la méthode des rapports

molaires (MRM) [13, 14].

IL.5. 1.1) Méthode des variations continues [15-18]

Une détermination fiable des stcechiométries des complexes d’inclusion peut étre fournie
par la méthode des variations continues (méthode de Job). C’est une méthode générale qui
peut s'appliquer a de nombreuses techniques analytiques. Cette technique est basée sur
I’évolution d’une variable physico-chimique (ex: déplacement chimique, coefficient de
diffusion, absorbance...etc.) en fonction de la concentration du complexe formé en
solution. Cette méthode exige deux conditions :

- les concentrations initiales des solutions méres utilisées sont identiques.

-le volume du mélange des deux solutions doit rester constant.

Le procédé consiste a préparer une série de mélanges en proportions variables de solutions
équimolaires des deux corps susceptibles de se complexer et & en mesurer une propriété
physique additive. Le procédé est particulierement rapide et économique .11 évite ’usage

de solutions a concentrations élevées, avantage a la fois théorique et pratique.

IL.5. 1. 2) Méthode des rapports molaires [19, 20]

Cette méthode consiste & maintenir la concentration totale de la molécule invitée [I]
constante et a faire varier la concentration de la molécule hote [CD]. Le tracé d'une
propriété, propre au complexe, par exemple |’absorbance maximale en fonction du rapport
molaires [CDJ/[I] est étudi¢ afin de détecter une éventuelle discontinuité ou un changement
brutal de pente correspondant au rapport steechiométrique (n/m) pour le complexe CDyly.

Si la constante de formation du complexe est suffisante on obtient deux droites de pentes

différentes dont le point d'intersection correspond au rapport molaire [CD]/[]].
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I1.5.2) Détermination de la constante de stabilité

La stabilité d’un complexe d’inclusion est caractérisée par sa constante de stabilité. Cette
constante est un parametre thermodynamique important et largement utilisé.

Pour un complexe de steechiométrie 1:1, I’équation de la réaction s’écrit:

Ks

CD#] «—— Cri

La stabilité du complexe peut étre exprimée par la constante de stabilité Ks :

Ks =Ky, = [CD.IJ/[CD].[1]
(CD) représente la molécule héte soit la cyclodextrine, (I) la molécule invitée et K, est la
constante de stabilit¢ du complexe pour un rapport entre la cyclodextrine et la molécule

invitée de 1 pour 1.

Un certain nombre d’étude physico-chimique décrite dans la littérature, pour déterminer la
constante de stabilité reposent sur des techniques variées [21]: RMN, spectroscopie UV

visible, fluorimétrie, solubilité, électrophorese capillaire, potentiométrie. ..etc.

Les méthodes graphiques (ou de linéarisation) sont congues pour générer une relation
linéaire entre la propriété observée &(obs) et Ks, de sorte que les données de la méthode
choisie peuvent étre traitées graphiquement. La méthode développée par Benessi-

Hildebrand [22, 23], est parmi ces méthodes les plus utilisée.

La caractéristique-clé de cette méthode, est que la concentration de la molécule invitée est
généralement maintenue constante, alors que celle de la molécule héte varie dans un
intervalle donné de concentrations. Cette approche permet de déterminer graphiquement
Ks a condition que I’espéce non observée soit en large excés (d’au moins un facteur 10)
par rapport a I’espéce observée. On établit alors la relation qui correspond a I’équation
d’une droite de type y = a x + b ou a : représente la pente.

Par extrapolation a I’origine, on peut déterminer la valeur permettant le calcul de Ks.
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I1.6) Conséquences de la complexation et applications

L’inclusion des molécules invitées dans la cavité des CDs constitue une
encapsulation moléculaire et ces molécules voient leurs propriétés physicochimiques
modifiées. Parmi ces modifications, on peut citer [24]:
* L’amélioration de la dissolution et de la solubilité du soluté et I’augmentation de sa
biodisponibilité (dans le cas de principes actifs).
* La modification de ses propriétés spectrales (déplacements chimiques en RMN,
longueur d’onde du maximum d’absorption en UV, intensité de la fluorescence, etc.),
* La modification de sa réactivité (en régle générale diminuée). Le soluté bénéficie ainsi
d’une protection contre la dégradation thermique ou photochimique, [’oxydation,
I’hydrolyse et voit sa stabilité accrue.
* La diminution de sa diffusion, de sa volatilité et de sa sublimation.
L’exploitation des capacités d’inclusion et la biocompatibilité des CDs ont entrainé un
accroissement du nombre et de la diversité des applications scientifiques et industrielles.
(Le tableau II.1) en résume les plus importantes [25].
En outre, comme les CDs sont capables de différencier les énantioméres et, plus
généralement, les composés structurellement proches comme les isomeéres, les
homologues.. .etc, cette propriété est mise a profit dans le domaine de la chimie analytique

et plus particuliérement dans celui des méthodes séparatives.

Tableau 2: Exemples de propriétés améliorées par I'utilisation de CDs dans divers

domaines d’applications.

Pr()priétés' . Domaines d’applicatibn

Ameélioration de la solubilité
Amélioration de la biodisponibilité
Diminution des effets secondaires pharmaceutique

Stabilisation

Stabilité des produits volatils alimentaire

Extraction de composantes indésirables

Masquage d’odeurs désagréables Agrochimique : herbicides, fongicides

Stabilité des parfums cosmétologie
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IL.7) Conclusion

Les cyclodextrines (CDs) sont des oligosaccharides cycliques ayant des cavités
hydrophobes au centre, permettant ainsi la formation des complexes d'inclusion avec
une gamme de composés organiques menant au changement des propriétés des
molécules invitées. L’affinité remarquable des CDs pour les molécules apolaires
(hydrophobes) peut étre mise a profit pour améliorer leurs propriétés physicochimiques et
pharmacologiques. Ce qui engendre des applications importantes en particulier dans le

domaine pharmaceutique.

25



Chapitre (III)
Resultats et discussions



Chapitre ITT Résultats et discutions

Résultats et discussions

IIL1) Synthése de la methyl-3-Benzoxazolinone (Méthyl-Benzo)

Nous avons préparé ce produit intéressant par action de I’iodure de méthyle sur le dérivé
sodé Benzoxazolinonique dans I’éthanol 3 la température ambiante (une synthése one-
pot) (Schéma.l). Le solvant est chassé par le rotavapeur, le compose isolé est mis dans
I’eau et porté sous agitation pendant 1 heur, le précipité obtenu est essoré, lavé ensuite
recristallisé dans I’éthanol-eau (80 /10, V/V).

CH
N 1) Ethanol,Na N
o=< — O=< T CoHsOH + Nal
(0] 2) CH3| @)

Schéma.1 : Synthése de la methyl-3-Benzoxazolinone.

Figure.1: Montage pour synthése de la (Méthyl-Benzo).

26



Chapitre IIT Résultats et discutions

II1.1.1) Caractérisation du produit obtenu

Outre ses propriétés odorantes rappelant celles de la coumarine, la Méthyl-Benzo posséde
un point de fusion tres bas (88°C) comparativement & celui de la Benzoxazolinone (BOA)
(147°C), cette derniere présente également une similitude structurale avec la coumarine,

mais il est surprenant que la Benzoxazolinone elle méme est dépourvue d’odeur (Figure.4)

[1].

H CHa
[
& )
o=t o=c] 0=C
Q 0O (@]
Benzoxazolinone Methyl-3-Benzoxazolinone Coumarine

Figure. 4: Similitude structurale entre la Benzoxazolinone, la méthyl-3-Benzoxazolinone
et la coumarine.

Les résultats de caractérisation de cette molécule bioactive sont rassemblés dans le tableau

suivant:

Tableau.1 : Caractéristiques physicochimiques et spectroscopiques de la méthyl-3-
Benzoxazolinone.

) Vevi
IR(KBr), v (cm™) Hzg( ] O‘_ESM)

M (g/mol) | Rf* |Pf(°C) |C-H(CHs) C=0 | N-Hj Mnm)
149 0.83 38 2932 1762 1261 |272

* ¢luant ; Acétate d’éthyle/cyclohexane

III.1.1.1) Caractérisation par spectrométrie (IR)

En spectrométrie (IR) & Transformée de Fourier (FTIR), la Méthyl-3-Benzoxazolinone
montre une absorption vers 2932 cm™ caractéristique de la liaison C-H du groupement CHj
et une bande d’absorption vers 1261 cm-1 correspondant aux vibrations de valence de N-
CH;3. Le groupement C=0O oxazolinonique absorbe & 1762 cm-1 et les C- H aromatiques

vers 3063cm™ (Figure.5).
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Figure.5 : Spectre (IR) de la Méthyl-Benzo.

I11.2) Préparation des complexes d’inclusion de la BOA et son dérivé Méthyl-Benzo
dans la B-cyclodextrine (B-CD)
Les complexes d’inclusion de la BOA et son dérivé Méthyl-Benzo avec la p-CD ont été

obtenus soit a I’état solide soit en solution.

A) Préparation des complexes a I’état solide

Des quantités équivalentes de Benzoxazoline ou de son dérivé N-méthylé sont
mélangées avec des quantités équivalentes de P-cyclodextrine dans I’éthanol. Le
mélange est laissé agité 4 température ambiante pendant 24 heures jusqu’a [’apparition
de précipités stables (méthode de co-précipitation) [2]. La réaction a été suivie par
chromatographie sur couches minces (CCM), qui montre I’apparition d’un nouveau
produit et disparitions des précurseurs. Les précipités formés sont essorés, lavés et
séchés puis caractérisés par les méthodes physicochimiques et spectroscopiques

usuelles.
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Figure.6: Montages pour synthése des complexes C; et C; .

A.1) Caractérisation des complexes obtenus a I’état solide

Les dilférentes méthodes disponibles pour la caractérisation des complexes
d’inclusion sont généralement basées sur la détection de la variation d’une propriété
physique ou chimique de [’invité & la suite de la formation de son complexe d'inclusion
[3]. Les complexes a 1’état solide correspondants & I’inclusion de la BOA ou son dérivé
Meéthyl-Benzo dans la B-CD sont désignés respectivement par C; et C,. Les résultats de
leurs caractérisations sont rapportés dans le tableau.2.
Les valeurs des rapports frontaux (Rg) par rapport au systéme d’élution: ammoniaque /
isopropanol, montrent que le complexe C; est plus polaire que le complexe C; car ce
dernier renferme un groupement méthyle a caractére aliphatique lipophile. Les deux

complexes présentent des points de fusion comparables.

Tableau.2 : Caractéristiques physicochimiques et spectroscopiques des complexes obtenus.

IR(KBr), v (cm™)

C |M(gmol)| RF* |T(C®| OH |C-He [CH, | C=C | C-0 | C-C | C-0-C
C, | 1270 | 0.75 | 278 |3383| 3199 | 2929 1658 | 1157 | 1074 | 1022

C, 1284 02 | 280 |3407| - 2929 [ 1626 | 1157 | 1074 | 1021

*Eluant : ammoniaque/isopropanol.
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A.1.1) Caractérisation par spectrométrie (IR)

Les spectres (IR) des complexes C; et C, et leurs précurseurs sont présentés sur les
(figures.7 et 8). Ils présentent tous deux une série de bandes exprimées en transmittance
(%). Les complexes d’inclusion C; et C, conservent toujours certaines absorptions
caractéristiques de leurs précurseurs: Une bande intense vers 1157 attribuée au vibration du
groupement C-O oxazolinonique, et une autre vers 1658 Cm™ et 1626 Cm’’ assignées au
C=C aromatiques, une bande caractéristique aux vibrations C- C g.cp vers 1074 Cm™.

De nouvelles bandes apparaissent: Une bande large vers 3383 cm™, dans le complexe C; et
une bande vers 3407 Cm™' dans le complexe C, attribuées aux groupements OHg.cp.

Les bandes d’élongation caractéristiques du groupement CH, se situent & 2929Cm™.

On constate également la disparition de certaines bandes caractéristiques
comme la bande d’élongations du groupement C-H aromatique et la bande trés
intense des élongations du groupement C=0O oxazolidinonique qui est
totalement masqué; ce qui est une preuve pour la formation de ces complexes

d’inclusion.

350
300+ N, — BOA
g - === U
3 BCD
c 250
(L]
= ]
2029 ¥
g 200 + 1658
— g, 3303
= 4 o e j 1335 730 574
150 | 21;9 1658 . W\
: 24 1335 730574
3283 3199 1157
100 - 1074 = 1022
50 - t
3220 3022 1755~ Wi616 1330 1250 740

T T ¥
2000 1000 0

Nombre d'ondes(cm™)

T i T
4000 3000

Figure.7 : Spectres(IR) de la f-CD(en vert) de la BOA (en noir) et leur complexe
d’inclusion C;(en rouge).
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Figure.8 : Spectres(IR) de la B-CD(en bleu), Méthyl-Benzo (en rouge) et leur complexe
d’inclusion Cy(en vert).

Et Pour faire une comparaison entre les spectres des deux complexes Cet C; nous les

avons superposés dans (la figure.9), qui montre une nette ressemblance entre ces deux

spectres.
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Figure.9: Comparaison des absorptions en (IR) des complexes C, et C, par superposition

de leurs spectres
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B) Etude des complexes en solution

Comme dans I’étude a I’état solide, les complexes correspondants 4 la (BOA) et son dérivé
(Méthyl-Benzo) avec la B-CD sont désignés respectivement par C; et C».

Cette étude comprend la mise en évidence de la formation des complexes d'inclusion
Ci et C; et la détermination de leurs stcechiométries ainsi que leurs constantes de
stabilité.

La complexation en solution a été suivie par spectroscopie UV-Visible a
température ambiante dans [’eau.

A T’aide d’une sonde ultrason (sonificateur) de fréquence bien modulée, des quantités
équivalentes de B-CD et des molécules invités BOA ou son dérivé N-méthylé sont
agitées a température ambiante pendant un laps de temps jusqu’a atteindre un équilibre

dynamique entre la forme libre et la forme complexée de chacune des molécules invités

[4].

Figure.10 : Processus de formation des complexes d’inclusion C; et C, sous ultrasons.
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B.1) Mise en évidence de la formation en solution des complexes d'inclusion C; et C,
Suite a I’inclusion de molécules invitées dans la cavité de la B-CD, leurs spectres UV-
Visible se retrouvent perturbés.

Le principe utilisé pour mettre en évidence la formation des complexes, consiste donc
a comparer les spectres d'absorption de la B-CD, BOA et du Méthyl-Benzo avec les
spectres de leurs complexes correspondants dans les mémes conditions et suivre les
changements spectraux subis suite au phénomeéne d’inclusion.

Nous illustrons sur la figure 11 les spectres enregistrés par spectroscopie UV-Visible
dans I’eau a température ambiante des solutions équimolaires 1.00 x 10* M de la p—CD,

du BOA, du Méthyl-Benzo et de leurs complexes C; et C, respectivement .

1,078 - ;

1,000 =

1,262

|
1o08 3'1" ] -

bs.

= 0,500

Al

6,560

T - A N
B ; i } 5,600 1
-0,042 204,77 o0 1575
210,82 250,00 300,00 329,46
nm.
complexe C, complexe C,

Figure.11: Mise en évidence de la formation des complexes d’inclusion C, et C2 dans I’eau
4 10*M.1- B-CD libre, 2- Complexes C; ou C; et 3- BOA ou Méthyl-Benzo.

Le tableau.3 ci-aprés résume les absorptions caractéristiques des molécules BOA et

Méthyl-Benzu aiusi yue leurs cunplexes Cy el C,.
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Tableau.3 : Résultats d’analyse par spectrométrie UV des complexes C; et Cpdans I’eau a

a 10-4M.
Cl Méthyl-Benzo
A (nm) Abs A (nm) Abs A (nm) Abs A (nm) Abs
224 0.828 224 0,458 226 1,203 226 0,675

Le processus d'inclusion des molécules BOA et Méthyl-Benzo dans la B-cyclodextrine
est démontrée sans ambiguité par la comparaison de leurs spectres d'absorption 3
I'état libre avec ceux de leurs mélanges.

Tout d'abord la B-CD présente une bande large située & =264 nm avec une faible absorption
(Abs= 0,041), en revanche, on constate que les molécules invitées (BOA et Méthyl-
Benzo) libres et complexées (C; et C;) donnent chacune deux bandes d’absorption
intenses et discernables dues aux transitions - 7* et n- 7* et que les nouvelles bandes dans
les deux complexes montrent une diminution significative de leurs absorbances et qu’un
effet hypochrome est observé indiquant la formation de nouvelles espéces.

Ces résultats fournissent une preuve directe de la formation des eamplexes d'inclnsinn

BOA -8-CD (C) et Méthyl-Benzo-B-CD (C;) dans I’eau.

II1.3) Détermination de la steechiométrie
Pour déterminer la steechiométrie des complexes Cjet Co, on a recours & la méthode, des
rapports molairest MRM) [5].Avec cette méthode, on a suivi & température ambiante
I’évolution de I’absorbance maximale 4 A = 270 nm et A= 272 nm des solutions de la -
CD ct celles de BOA ou de la B-CD et celles de Méthyl-Benzo successivement, en fonction

de leurs rapports molaires (figure .12 et 13).

35



Chapitre IIT Résultats et discutions

0,117 : T T 0.530& T T T T

A=272nm

0,100 -

0,400
|

Abs,

0050
0.200

0,000 L - - 0,000
244,42 260,00 280,00 300,00 31055 23184 260 00 28000 305 06
nm. nm.

complexe C; complexe C,

Figure.12 : Evolution des spectres d'absorption en fonction des rapports molaires

pour les deux complexes C, et C,.
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Figure.13: Détermination de la stecechiométrie des complexes C; et C, par la méthode des
rapports molaires.

Les résultats expérimentaux obtenus montrent, comme indiqué sur la figure 13, que

les courbes Abs = f (v f-CD /VBOA) et Abs=1f (v B-CD /Y Méthyl-Benzo) Présentent une rupture

de pente & I’abscisse Vp.cp /Veoa= | et Vgcp /V méthyl-Benzo =1 5 € qui signifie que les

complexes d’inclusion formés C, et C, ont une steechiométrie 1:1[6].
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I11.4) Détermination de la constante de stabilité

La détermination des constantes de stabilité des complexes C; et C, repose sur la
méthode de Benessi-Hildebrand [7], qui consiste a faire varier la concentration de la B-CD
tout en fixant celle de BOA et Méthyl-Benzo. La concentration des BOA et Méthyl-
Benzo est fixée & 1.00 x 107 M et on fait varier celle de la B-CD entre 2.00 x 107 et 1.00 x
10* M (figure.14).

T T T
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Figure.14 : Spectres d’absorption des BOA et Méthyl-Benzo (1.00 X 10 M) dans I’eau
contenant différentes concentrations de B-CD (2.00 x 107 et 1.00 x 10-* M)
a températurc ambiante.

La figure 14 ci-dessus montre que I’absorbance du BOA et Méthyl-Benzo dans I’eau croit
sensiblement quand la B-CD est ajoutée avec des concentrations croissantes, confirmant
ainsi ’interaction du BOA et de Méthyl-Benzo avec la cavité hydrophobe de la p-CD en
formant les complexes C; et C,.

Pour évaluer les constantes de stabilité de ces complexes, on exprime le rapport de la
concentration des BOA et Méthyl-Benzo et leurs 'absorbances maximales en fonction
de l'inverse de la concentration de la B-CD.

Pour une steechiométrie de 1:1, la constante de stabilité de ces complexes, désigné par Ks

est donnée par I’équation de Benessi-Hildbrand suivante [8] :
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E: 1 1 , 1 I)

Abs KEseg ' [p-cp] £

Ou C=BOA ou Méthyl-Benzo

Aprés lissage de la courbe de Benessi et Hildbrand: [C]/Abs =f(1/[BCD]).

Les résultats expérimentaux obtenus sont linéarisés sous la forme Y=a X +b

Tel que :

a : est la pente de la droite et égale a 1/Ks €

b : est obtenu par extrapolation a l'origine et égal & ]'inverse du coefficient d'extinction
molaire 1/ €.

Dans le cas d’une stoechiométrie 2:1, I’équation de Benessi-Hildbrand suivante sera

applicable [9]:

Si le tracé de [C]/Abs = f (1/ [B-CDJ?) est une dépendance linéaire, la steechiométrie est
de 2:1 et Si le tracé de [C]/Abs = f (1/ [B-CD]*) est une dépendance non linéaire, ceci
indique que la steechiométrie du complexe d'inclusion ne peut en aucun cas étre de type
2:1[10].

I11.4.1) Détermination de la constante de stabilité du Complexe C1

La solution graphique de la premiére équation de Benessi-Hildebrand (équation 1) donnée

ci-dessus pour une steechiométrie de 1:1 est montrée sur la figure.15.

([BOAYAbs) 10-3

0.0 : 02 ) 0‘4 ' OIE ) 0‘8 ' 1.0
(1[BCD)) 105

Figure 15. La courbe |[BUA|/ Abs =t (1 /|B-CD]) de la méthode de Benessi-Hildbrand
pour la complexation de steechiométrie 1:1 4270 nm.
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Le lissage de la courbe expérimentale obtenu dans ce cas a été effectué sur ordinateur, et a
conduit a une droite a partir de laquelle on a pu obtenir:

€=725,063 le coefficient de extinction

Ks = 410000 (mol/L)™" constante de stabilité
Une valeur assez €levée de cette constante confirme une stabilité importante du complexe
Cl.
Dans le cas d’une steechiométrie de 2:1 la deuxiéme équation de Benessi-Hildebrand
donnée ci-dessus (équation 2) est applicable et le tracé de [BOAJ/Abs = f (1/ [B-CD]?)
montre une dépendance(courbe) non linéaire(fig.16), par conséquent la possibilité de
formation d’un complexe d’inclusion de stoechiométrie 2:1 entre BOA et la B-CD est

écartée,

¥ T T T T T v T T T
0on 005 010 015 020 025

(1[Bco)2xio”

Figure 16. La courbe [BOA]/ Abs = f (1 /[CD]) de la methode de Benessi et Hildbrand
pour la complexation 2:1 a 272 nm

I11.4.2) Détermination de la constante de stabilité du Complexe C2
La méme méthodologie et le méme raisonnement utilisés pour déterminer la constante de
sabilité de C; sont suivis pour évaluer celle de Cs.
En effet, le tracé du graphique [Méthyl-Benzo]/Abs =f(1/[CD] pour une steechiométrie 1:1,
est montrée dans la figure 17. C’est une droite qui donne :
€ =347029,428 (3.47x10%)
Ks= 453295,527 (4,54x10°) (mol/L)’ pour le complexe Méthyl-Benzo-B-CD.
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0.31 4

[Méthyl-Benzo)/Abs) 107

= 0.30

0.29 4
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Figure.17: 1.a courbe [Méthyl-Benzo] / Abs = f (1 / [-CD]) de la methodede Benessi et
Hildbrand pour la complexation 1:1 a 2/2 nm.

et afin de lever ’ambigiiité sur la présence d'une éventuelle stoechiométrie 2:1, Le
graphe [Méthyl-Benzo]/Abs = f (1/ [B-CD]?) a été tracé. L'allure de cette courbe
illustrée sur la figure 18 présente une courbure vers le haut (variation non linéaire),
par conséquent la possibilité de formation d'un complexe d'inclusion 2:1 entre le

Méthyl-Benzo et la B-CD est & exclure.

036+
272 nm

({Méthyl-Benzo}Abs) 10°

i=] [=] (=] o [=] (=]
8 E <3 £ 5
1 L L

o
2
I

(1[Bco)2x10"

Figure.18: La courbe [Méthyl-Benzo] / Abs = f (1 / [CD]?) de la méthode Benessi-
Hildbrand pour la complexation 2:1 & 272 nm.

40



Chapitre ITI Résultats et discutions

Les résultats des constantes de stabilité des complexes C; et C, sont récapitulés dans le
tableau 4 suivant :

Tableau. 4 : Résultat de détermination de la constant de stabilité.

Complexes C C,
Solvent H,0 H,O
Amax (nmM) 272 270
Stoechiométrie 11 1:1
Constanté de stabilitée Ks( (mol/L)’ 453295527 410000

Les valeurs des constantes de stabilité regroupées dans le tableau 4, permettent de
remarquer que le complexe C; est plus stable que le complexe 4, ce résultat est attendu.
Car, I'introduction du groupement méthyle au sein de la molécule Invitde BOA augmente
son hydrophobicité, conduisant & un complexe plus stable avec la B-CD.

En conséquence, les résultats trouvés montrent que les molécules BOA, Méthyl-Benzo et
la B-CD forment des complexes d’inclusion de steechiométrie 1:1, avec des valeurs de

constantes de stabilités élevées ce qui confére a ces complexes une forte stabilité.

IIL.5) Conclusion

Au cours de ce travail, nous avons en premier temps synthétisé et caractérisé la N-
meéthyl-Benzoxazolinone : Une molécule possédant un grand intérét pharmaceutique.

Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié I’interaction de la Benzoxazolinone ¢t son
dérivéN- méthylé avec la B-cyclodextrine connue comme vecteur biologique.

L’étude expérimentale aux moyens des techniques spectrométriques usuelles(IR et
UV-vis) des complexes d’inclusion de ces molécules en état solide et en solution dans
I’eau a permis de mettre en évidence leur formation.

Par conséquent, les variations illustrées sur les figures (15,17) montre une bonne linéarité
avec des facteurs de corrélation R = 0,99 (BOA-BCD) et R= 0,98 (Méthyl-Benzo - BCD).
Ceci confirme la formation de complexes d’inclusion entre les molécules invitées (BOA et
MeLhyl-Benzo) et la p-CD et ce avee une steechivmétrie de 1:1.¢t des constantes de stabilité

élevées.
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Protocoles expérimentaux

IV.1) Remarques générales

- Les rendements expérimentaux sont exprimés en pourcentage des produits purs isolés par
rapport a la quantité de matiéres premiéres mise en ceuvre.

- Les points de fusion ont été déterminés a I’aide d’un appareil a point de fusion sur
capillaire (appareil electrothermal (IA9000).

- L'avancement des réactions a été suivi par chromatographie sur couche mince a I'aide de
plaques en aluminium enduites de silice (Merck 60 F254, épaisseur de la couche 0,25
mm).Aprés €lution, les tches sont visualisées sous lumiére U.V () = 254-366 nm),solvant
de migration acétate d'éthyle/ Cyclohexaneet , ammoniaque /isopropanol.

- Les spectres d'infrarouge ont été enregistrés au Laboratoire du géni des matériaux au
centre de recherche de I'université de Guelma, & l'aide d'un spectrophotométre Perkin-
Elmer Spectrum one FT-IRSpectrometer,en pastilles de bromure de potassium.Les
différentes absorptions (v) sont indiquées en cm™.

IV.2) Pastillage dans le KBr

Il consiste & incorporer le produit solide a étudier & du KBr anhydre.Tout d'abord, il faut
procéder a son séchage pendant 24H ainsi qu'au nettoyage au chloroforme et au séchage de
tout le matériel a utiliser. Puis on pulvérise finement par broyage dans un mortier d'agate
le mélange de substance a analyser avec le KBr anhydre avec le rapport substance/KBr
variant entre 3 et 10%. La poudre est ensuite placée dans une matrice d'acier inoxydable et
soumise & une trés forte pression (10 tonnes) a l'aide d'une presse hydraulique. Avant et
pendant ['application de la pression, on évacue l'air en reliant la matrice & une pompe a
vide.

-Les spectres UV-Visible ont été enregistrés au Laboratoire (LCA) a l'aide d'un
spectrométre UV-visible Shimadzu interfacé 4 un microordinateur.

Les longueurs d’onde (L) sont indiquées en nm.
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IV.3) Synthese de la methyl-3-Benzoxazolinone

CHs
N
at®

[e]

Reéactifs

Sodium 0.35 g (0.02 mol)

Ethanol 50 ml

Benzoxazolinone 2g (0.02 mol)

lodure de méthyle 6.8ml

Mode opératoire

Dans un ballon rodé de 250 ml contenant 0.35 g de sodium sont dissouts dans 50.0 ml
d’éthanol absolu et 2 g de Benzoxazolinone, puis gouttc & gouttc ct sous agitation a
température ambiante, on ajoute 6.8 ml de CH;I (iodure de méthyle ), aprés12 heure , le
solvant est chassé par le rotavapeur, ensuite on ajoute ( 30 & 40 ml ) d’eau et on porte le
mélange sous agitation pendant | heur , le précipité obtenu est essoré, lavé ensuite

recristallisé dans I’éthanol-eau (80 /10) .

Solvant de recristallisation : éthanol/eau (80 /10)

Poids moléculaire M=149.15 g/mol pour CgH;NO,
Rendement 95 %

nr0.83 (Acclate d'ulhyle feyclulicsane)
oint de {usion yy"c

Spectrométrie dans I’infrarouge

1261 Cm™ Vibration N-CH3

2932 Cm’ Vibration (C-H) du CH3
1762 Cm™ Vibration C=0 (oxazol)
1616 Cm™ Vibration C=Carom

1490 Cm’' Vibration (C-0O-)(oxazol)
751 Cm’™' Déformation CH,
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IV.4) Préparation des complexes d’inclusion a I’état solide

IV.4.1) Préparation du complexe Benzoxazolinone-pCD (C)

complexe d'inclusion Benzoxazolinone -BCD

Mode opératoire

g (0,00088mol) de B-CD(1€q) sont dissouts dans 10ml d’éthanol absolu, ensuite

0,1188g (0,00088mol) de Benzoxazolinone(léq) dissouts dans 10ml du méme
solvant(éthanol) sont ajoutés goutte a goutte, le mélange réactionnel obtenu est laissé sous
agitation magnétique et & température ambiante. Aprés 24 heures d'agitation on obtient
un précipité, qu'on récupére par filtration suivi par lavage avec une petite quantité
d’éthanol et d’eau, enfin le précipité est recristallisé dans un mélange (eau

/éthano :20/80), apres séchage sous vide un solide blanc est recueilli.

Solvant de recristallisation :( éthanol/eau :(80 /10)
Poids moléculaire M= 1270 g/mol
Rendement 95 %

Rf= 0.75 (ammoniaque /isopropanol (20/80)
Point de fusion 278°C

Spectrométrie dans I’'infrarouge

3383Cm™ Vibration OH

3199 Cm™ Vibration (C-H)B-CD
2929 Cm’! Vibration CH2

1658 Cm™ Vibration C=Carom
1157 Cm’ Vibration (C-0-)(oxazol)
1074 Cm’ Vibration C- Crep

1022 Cm™ Vibration C- O-Cgen

Spectrométrie dans ’UV-Vis
-Dans H,O 4 10*M : A= 270 nm Abs= 0.258
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IV.4.2) Préparation du complexe PCD-N- methyl-Benzoxazolinone (C;)

complexe d'inclusion Benzoxazolinone -BCD

Mode opératoire

1.6834g (1.4832 x 10”mol) de BCD (1éq) sont dissouts dans 10ml d’éthanol absolu,

ensuite 0 ,221g (1.4832 x 10'3m01) de N-méthyl-Benzoxazolinone(1€q) dissout dans 10 ml

du méme solvant(éthanol) sont ajoutés goutte a goutte, le mélange réactionnel obtenu est

laissé sous agitation magnétique et & température ambiante.

Apres 24 heures d'agitation on obtient un précipité, qu'on récupére par filtration

suivi par lavage avec une petite quantité d’éthanol et d’eau, enfin le précipité est

recristallisé dans un mélange (eau /éthanol:(20/80), aprés séchage sous vide un

solide blanc jaunitre est recueilli.

Solvant de recristallisation : (éthanol/eau (80 :10)

Poids moléculaire M=1284 g/mol
Rendement 95 %

Rf= 02 (ammoniaque /isopropanol: (20/80)
Point de fusion 280°C

Spectrométrie dans ’infrarouge

3407 Cm Vibration OH

2929 Cm’ Vibration CH2

1626 Cm™! Vibration C=Carom
1157 Cm™ Vibration (C-0-)oxazol
1074 Cm™ Vibration C- Caep
1021 Cm™ Vibration C- O-Cpep

Spectrométrie dans ’UV-Vis
Dans H;0 2 10°M . %,.,=272 nm  Abg= 0.5413
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IV.5) Préparation des complexes d’inclusion en solution

Mode opératoire général

Le processus expérimental de préparation des complexes d’inclusion en solution
consistc tout d’abord a préparer des solutions équimolaires de la Benzoxazolinone ou son
dérivé N-méthylé et la B-Cyclodextrine dans I’eau. Ensuite des quantités égales de
benzoxazolinone ou son dérivé N-méthylé sont mélangés avec la B-Cyclodextrine et
homogénéisés sous ultrasons pendant un laps de temps jusqu’a atteindre un équilibre
thermodynamique entre les précurseurs et les complexes formés. Juste aprés, une cuve en
quartz contenant successivement le solvant puis les échantillons en solution obtenues est

exposée a la radiation ultra-violette. Les spectres sont alors automatiquement enregistrés.

IV.5.1) Caractérisation par spectrometrie UV-visible des complexes obtenus en solution
IV.5.1.1) Complexe d’inclusion BOA- BCD(C))
-Dans Ho0 a2 107™M : Amax= 270 nm Abs=0.258

Stoechiométrie : 1 ;1

IV.5.1.2) Complexe d’inclusion Méthyl-Benzo-BCD(C3)

- Dans H,0 24 10™*M : Amax= 272 nm Abs= 0.543
Stoechiométrie : 1 :1
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Conclusion générale

Les composés hétérocycliques naturels contenant I’azote et I'oxygeéne ont recu une
attention considérable en raison de leur large spectre d’activités biologiques.

La Benzoxazolinone (BOA) et ses produits de transformation constituent des
briques de départ privilégiées pour la synthése de produits pharmaceutiques, de pesticides
et d'herbicides. En effet, les modifications structurales de la structure de base de la
Benzoxazolinone, ont permis [*apparition de nouveaux dérivés présentant un large spectre
d’activités biologiques.

Le travail que nous avons réalisé entre dans un théme général orienté
essentiellement au domaine de la pharmacochimie de la Benzoxazoline et ses produits de
transformation.

Dane un premier temps, noua avona prooaddd A In aynthaae et carnctérisation de la M-
méthyl benzoxazolinone (Méthyl Benzo).

Dans un deuxiéme temps, et en vu d’améliore leurs propriétés physicochimiques et
pharmacologiques ; Le BOA et son dérivé Méthyl-Benzo ont été complexés avec la f—CD
dans ’eau.

Et en utilisant les méthodes spectrales IR et UV-visible, nous avons pu mettre en
€évidence la formation de ces complexes d’inclusion & 1’état solide et en solution.

L’étude de la complexation en solution aqueuse a été suivie par
spectroscopie UV-Visible, avec laquelle nous avons pu établir la steechiométrie des
complexes obtenus et trouver leurs constantes de stabilité au moyen de la méthode des
rapports molaires (MRM) et la méthode de Benesi—Hildebrand respectivement.

Les résultats obtenus montrent que le complexe d’inclusion Méthyl-Benzo-B—CD

est plus stable que celui de BOA-B—CD.
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