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À Jean-Baptiste,
À ma famille



Je suis de ceux qui pensent que la science
est d’une grande beauté. Un scientifique dans
son laboratoire est non seulement un tech-
nicien : il est aussi un enfant placé devant
des phénomènes naturels qui l’impressionnent
comme des contes de fées.

Congrès Avenir de la Culture (1933)
Marie Curie



Avant-propos

Co-financée par le Pôle Métroplolitain du Littoral Côte d’Opale (PMCO) et
l’Université du Littoral Côte d’Opale (ULCO), cette thèse a été réalisée au sein
de l’Unité de Chimie Environnementale et Interactions sur le Vivant (UCEiV) di-
rigée par Dominique Courcot de l’ULCO. Plus précisément, ces travaux ont été
conduits dans l’équipe de Chimie Supramoléculaire (CS).
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Dirigé par Francine Cazier et co-encadré par Isabelle Mallard, ce travail de

thèse a été accompagné par un comité de suivi composé de Chantal Compère,
Chercheur à l’Institut Français de Recherche pour l’Exploitation de la Mer (IFRE-
MER) de Plouzané, de Guillaume Duflos, Chercheur à l’agence nationale de
sécurité sanitaire de l’alimentation, de l’environnement et du travail (ANSES) de
Boulogne-sur-mer, de Thierry Grard, Professeur de l’unité de Biochimie des
Produits Aquatiques (BPA) de l’ULCO de Boulogne-sur-mer et de Raphaël
Schneider, Professeur du Laboratoire Réactions et génie des Procédés (LRP) de
l’Université de Lorraine.
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Ce travail a été valorisé par plusieurs présentations sous forme de commu-

nication orale aux Journées Nord Ouest Européennes des Jeunes Chercheurs
(JNOEJC) de 2017 et une communication affichée aux JNOEJC de 2016. Ces tra-
vaux de recherche ont également été valorisés par une publication scientifique
avec comité de lecture de rang A qui sera présentée en fin de ce manuscrit.
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Résumé vii
Résumé

bla Les amines biogènes (AB) sont des substances physiologiquement actives résultant de la décarboxylation
enzymatique des acides aminés libres. Elles participent, dans le corps, aux processus de transmissions d’informa-
tions et de régulation de fonctions physiologiques mais peuvent aussi, à doses élevées, avoir des effets néfastes
pour la santé. De nombreuses AB sont répertoriées dans la littérature, telles que l’histamine, la cadavérine et la
putrescine. Mais, seul le contrôle d’histamine dans la chair de certains poissons de la famille des scombridés est
actuellement réglementée (CE n°2073/2005). Du fait de cette réglementation, les techniques d’analyses chimiques
de l’histamine sont largement documentées. Elles peuvent être semi-quantitatives (chromatographie sur couche
mince) ou encore quantitatives (fluorescence moléculaire) mais, la chromatographie liquide haute-performance
reste, à ce jour, l’unique méthode homologuée au niveau des instances de santé européenne. En marge de ces
méthodes traditionnelles, l’enjeu d’un dispositif rapide, peu onéreux et permettant un contrôle plus systématique
des aliments anime à la fois la communauté scientifique et le monde économique. Dans ce contexte, la pertinence
à recourir à des Quantum Dot (QD) fonctionnalisés par un dérivé d’ortho-phthalaldéhyde (OPA) (utilisé en tant
qu’agent de dérivation en fluorescence moléculaire pour les AB) a été posée.
bla Lors de ce projet, deux éléments clés d’un tel dispositif ont été réalisés et caractérisés. Les premiers corres-
pondent aux dérivés fonctionnalisés de l’OPA (4-MeO-OPA et 4-HO-OPA). Ils ont été obtenus avec succès selon
trois voies de synthèse. Les premières correspondent à des optimisations de synthèses référencées du 4-HO-OPA
à partir d’alcool furfurylique ou du 3,4-diméthylphénol. Enfin, celle issue de l’acide 3-méthoxybenzoïque est une
adaptation d’une synthèse référencée du 4-MeO-OPA. Dans un second temps, les propriétés du 4-MeO-OPA en
tant qu’agent de dérivation vis-à-vis de l’histamine ont été évaluées et comparées à celles de l’OPA. Pour cela, les
conditions optimales de complexation ont été étudiées par spectroscopies Ultra-Violet (UV) et de fluorescence
moléculaire. Les seconds composants du dispositif sont des nanostructures fluorescentes (QD) dont les propriétés
d’émission de fluorescence sont modulables. Notre choix s’est porté sur des QD hydrosolubles de cadmium et
sélénium stabilisés par de l’acide mercaptosuccinique. Ces derniers ont été synthétisés par trois modes d’activation
(thermique, micro-ondes, ultrasons) et caractérisés par diffractométrie de rayons X, spectrométrie à plasma à
couplage inductif, spectroscopies UV et de fluorescence moléculaire. En conclusion, deux entités, le 4-HO-OPA
et des QD possédant des ligands de type mercaptosuccinique, ont été réalisées en vue de la mise en place d’un
dispositif innovant d’analyse d’histamine.

Abstract
bla The biogenic amines (BA) are physiologically active substances resulting from the enzymatic decarboxylation of
free amino acids. In the body, they are involved in the transmition of informations and in regulating physiological
functions but, at high levels, they can also have damaging health effects. Many BA are recorded in literature, such
as histamine, cadaverine and putrescine. Currently, the control of histamine in fish flesh is only regulated in the
case of some Scombridae species (CE No. 2073/2005). As a consequence, histamine chemical analysis techniques
are widely documented. They can be semi-quantitative (thin layer chromatography) or quantitative (molecular
fluorescence). At present, high-performance liquid chromatography remains the only approved method by public
health authorities. Next to the commonly used methods, the challenge of a fast inexpensive system that allows a
more systematic control of food animates both the scientific community and the economic world. In this context, a
study of the relevance of using Quantum Dots (QD) functionalized by an ortho-phthalaldehyde (OPA) derivative
(OPA), used as molecular fluorescence derivation agent for BA, was undertaken.
bla During this project, two key elements of the system were realized and characterized. The first corresponds to
OPA functionalized derivatives (4-MeO-OPA and 4-HO-OPA). They have been successfully achieved through
three synthesis ways. The first two are optimizations of 4-HO-OPA referenced syntheses from furfuryl alcohol
or 3,4-dimethylphenol. Finally, the last one uses 3-methoxybenzoic acid and is a 4-Me-OPA reference synthesis
adaptation. In a second part, the 4-MeO-OPA properties as a bypass agent for histamine analysis were evaluated
and compared with OPA ones. In this case, optimal complexation conditions were analysed by ultra-violet (UV)
and molecular fluorescence spectroscopies. The second components are QD, which are fluorescent nanostructures
with modular properties. We selected water-soluble cadmium and selenium QD which were stabilized by
mercaptosuccinic acid. They were synthesized by three activation modes (thermal, microwave, ultrasound) and
characterized by X-ray diffractometry, inductively coupled plasma spectrometry, UV spectroscopy and molecular
fluorescence. In conclusion, two entities, 4-HO-OPA and QD, both having a mercaptosuccinic-type shell, were
created as the innovative set up for histamine analysis.
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[bmim]Br bromure de 1-butyl-3-methylimidazolium.
[emim]Br bromure de 1-éthyl-3-méthylimidazolium.
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Ac2O anhydride acétique.
ACN acétonitrile.
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ANSES agence nationale de sécurité sanitaire de l’alimentation, de l’envi-

ronnement et du travail.
AOAC association scientifique garante de l’excellence des méthodes analy-

tiques ou Association of Official Agricultural Chemists.
APTS acide para-toluènesulfonique.
ATR Réflectance totale atténuée.
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BnCl chlorure de benzyle.
BPA unité de Biochimie des Produits Aquatiques.
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CE Électrophorèse Capillaire.
CS Chimie Supramoléculaire.

DCM dichlorométhane.
DDQ 2,3-dichloro-4,5-dicyanobenzoquinone.
DHLA acide dihydrolipoïque.
DLS Diffusion dynamique de la lumière.
DMF diméthylformamide.
DMSO diméthylsulfoxide.
DRX Diffraction des Rayons X.
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ELISA immunoabsorption par enzyme liée ou Enzyme-Linked Immuno
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FIA analyse par injection en flux continu.
FRET Transfert d’Énergie par Résonance de Förster.

GC Chromatographie en phase Gazeuse.

HDA hexadécylamine.
HPLC Chromatographie Liquide Haute Performance.
HPTLC chromatographie sur couche mince à haute performance ou High-

Performance Thin-Layer Chromatography.
HRMS-ESI Spectrométrie de masse à haute résolution avec ionisation par élec-

tronébulisation.

ICP-AES Spectrométrie d’émission atomique à plasma à couplage inductif.
IFREMER Institut Français de Recherche pour l’Exploitation de la Mer.
IR Infrarouge.

JCPDS Joint Committee on Powder Diffraction Standards.
JNOEJC Journées Nord Ouest Européennes des Jeunes Chercheurs.

LDD limite de détection.
LDQ limite de quantification.
LED diodes électroluminescentes.
LRP Laboratoire Réactions et génie des Procédés.

MAA acide mercaptoacétique.
MAOS Synthèse organique assistée par micro-onde ou Microwave Assisted

Organic Synthesis.
MeI iodométhane.
MSA acide 11-mercaptosuccinique.
MsOH acide méthylsulfonique.

NBS N-bromosuccinimide.
NMM N-méthylmorpholine.

OPA ortho-phthalaldéhyde.

PB péroxyde de benzoyle.
PCC chlorochromate de pyridinium.
PDC dichromate de pyridinium.
PMCO Pôle Métroplolitain du Littoral Côte d’Opale.
PMT tube photomultiplicateur.
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QD Quantum Dot.
Q-TOF Quadrupole Time-of-Flight.

RMN Résonance Magnétique Nucléaire.

SILAR Successive Ion Layer Adsorption and Reaction.
SM Spectrométrie de Masse.
SPE extraction en phase solide.

TA température ambiante.
TBAB bromure de tétra-N-butylammonium.
TBAI iodure de tétra-N-butylammonium.
TBDMSCl chlorure de tert-butyldiméthylsilyle.
TEM Microscopie Électronique en Transmission.
TEOS orthosilicate de tétraéthyle.
TFA acide trifluoroacétique.
THF tétrahydrofurane.
TMS Tétraméthylsilane.
TMSCl chlorure de triméthylsilyle.
TOP trioctylphosphine.
TOPO oxyde de trioctylphosphine.

u.a. unité arbitraire.
UCEiV Unité de Chimie Environnementale et Interactions sur le Vivant.
UHPLC Chromatographie Liquide Ultra Haute Performance.
ULCO Université du Littoral Côte d’Opale.
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Introduction générale

Les produits alimentaires renferment des nutriments organiques et minéraux

essentiels pour la santé humaine. Toutefois, la présence de micro-organismes

pathogènes, de parasites mais aussi de composés générés par les traitements

de maturation et de fermentation des denrées représentent un risque sanitaire

important. En termes de Santé Publique, la recherche de marqueurs d’altération

des aliments est donc un axe majeur et se traduit notamment par la recherche

d’amines biogènes (AB). Ces composés, résultant principalement de la décarboxy-

lation enzymatique des acides aminés libres, participent aux processus de régula-

tion des fonctions physiologiques mais peuvent, à dose élevée, avoir des effets né-

fastes sur la santé. De nombreuses AB sont répertoriées dans la littérature, telles

la putrescine, la cadavérine, la spermidine et l’agmatine mais, la plus étudiée car

contrôlée par les instances sanitaires européenne, est l’histamine. A l’origine de

la principale toxi-infection alimentaire liée à la consommation de poissons en

France, elle est aussi la seule réglementée (CE n°2073/2005) même si la cadavé-

rine et la putrescine ont été récemment inventoriées comme potentialisateurs des

effets de l’histamine. Du fait de cette règlementation, les techniques d’analyse

de l’histamine sont largement documentées avec pour exemple des méthodes

colorimétriques, enzymatiques ou encore chromatographiques comportant des

modes de détection variés (spectroscopie UV, fluorescence moléculaire, spectro-

métrie de masse). À ce jour, la Chromatographie Liquide Haute Performance

avec détection par Ultra-Violet (HPLC-UV) reste l’unique méthode homologuée

au niveau des instances de Santé. En marge de ces méthodes usuelles, l’enjeu

d’un dispositif rapide, peu onéreux et permettant un contrôle plus systématique

des aliments anime à la fois la communauté scientifique et le monde économique.

Dans ce contexte, la pertinence à recourir à des Quantum Dot (Quantum Dot

(QD)) fonctionnalisés par un dérivé d’ortho-phthalaldéhyde (OPA) (utilisé en

tant qu’agent de dérivation en fluorescence moléculaire pour les amines biogènes

1
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(AB)) a été posée.

Les QD sont des nanomatériaux cités comme possédant une haute fluores-

cence et présentant une simplicité d’utilisation. Composés d’un cœur constitué

de semi-conducteurs et d’un ligand organique en surface, les QD possèdent

des propriétés photophysiques d’intérêt à savoir un rendement quantique de

fluorescence important et un spectre d’émission symétrique et très fin. Etudiés

depuis une dizaine d’années dans le domaine de la recherche en Biologie en tant

que marqueurs fluorescents, l’emploi des QD dans le domaine de l’analyse des

amines biogènes (AB) ne présentait, à notre connaissance, aucune antériorité au

commencement de cette étude. Pour les applications biologiques, les QD sont

fonctionnalisés par un anticorps ou une protéine assurant la fonction de re-

connaissance visée. Ici, la fonctionnalisation du ligand organique stabilisant le

QD par un agent de complexation des AB apparaissait comme un choix pertinent.

En parcourant la littérature dédiée, de nombreuses études mettent en avant des

réactions de complexation d’AB par des agents de dérivation pour leur analyse

par fluorescence moléculaire. Parmi ces dérivés, l’ortho-phthalaldéhyde (OPA),

la fluorescamine et le chlorure de dansyle sont les plus citées. Notre choix s’est

en premier lieu orienté vers l’OPA dont la fonctionnalisation semblait la plus

accessible. De plus, ce dérivé d’OPA pouvait susciter un intérêt suffisant à lui

seul en tant que nouvel agent de dérivation. Dans une première approche, la

validation d’un tel système s’est principalement focalisée sur l’histamine car

seule réglementée à ce jour.

Ce mémoire de recherche, à la jonction de la chimie organique, inorganique

et de la biologie, comporte un premier chapitre bibliographique dédié aux AB,

à l’OPA ainsi qu’aux QD; en première partie la définition des AB et leur rôle

biologique y sont retrouvés. Un focus sur l’histamine est ensuite réalisé afin

d’appréhender les enjeux de Santé publique liés à sa toxicité et se poursuit par

un descriptif des méthodes d’analyses qui lui sont dédiées. Une seconde partie

est consacrée à l’utilisation de l’OPA et ses dérivés structuraux, complétée par

une présentation du mécanisme de complexation entre l’OPA et l’histamine.

Enfin, une dernière partie est dédiée aux QD et comporte un descriptif de leur

structure, de leurs propriétés, de leurs synthèses et applications.

Le second chapitre expose la synthèse de dérivés d’OPA et notamment de 4-
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méthoxy-ortho-phthalaldéhyde (4-MO-OPA) et 4-hydroxy-ortho-phthalaldéhyde

(4-HO-OPA) selon trois voies de synthèse ; les premières correspondent à des op-

timisations de synthèses référencées de 4-hydroxy-ortho-phthalaldéhyde (4-HO-

OPA) à partir d’alcool furfurylique ou d’acide 3-méthoxybenzoïque. Enfin, une

adaptation de synthèse référencée de l’OPA à partir du 3,4-diméthylphénol est

présentée.

Dans la continuité, une étude par spectroscopie de fluorescence moléculaire

de l’histamine en présence d’OPA et de 4-méthoxy-ortho-phthalaldéhyde (4-MO-

OPA) est développée en chapitre 3. Les paramètres optimaux de complexation

sont présentés ainsi que l’étude des gammes de concentration et limites de

détection et quantification de chacun des deux systèmes.

Enfin, le dernier chapitre détaille la synthèse des QD élaborés avec un cœur

de CdSe et un ligand de type acide 11-mercaptosuccinique. Trois voies d’acti-

vation (thermique, irradiation par microondes puis activation sonochimique)

ont été testées pour cette synthèse. Les propriétés optiques ainsi que les carac-

térisations structurales par Diffraction des Rayons X (DRX) et Spectrométrie

d’émission atomique à plasma à couplage inductif (ICP-AES) de ces trois types

de QD sont détaillées.

Une discussion sur les perspectives de couplage des deux entités est menée

en conclusion.



Chapitre 1
Synthèse bibliographique

Ce premier chapitre comporte une analyse bibliographique des trois thé-

matiques relatives à ces travaux de thèse. En premier lieu, les études récentes

sur les amines biogènes (AB) et plus particulièrement sur l’histamine seront

détaillées. Elles seront suivies par une description des méthodes d’analyses et

de la réglementation dont elle fait l’objet. Dans un second temps, Les proprié-

tés de l’ortho-phthalaldéhyde (OPA), agent de dérivation de l’histamine, seront

présentées. Enfin, un dernier point sur les caractéristiques et les synthèses des

Quantum Dots (QD) sera établi.

1.1 Les amines biogènes (AB)

1.1.1 Définition des AB

Les amines biogènes (AB) sont des molécules organiques azotées naturelle-

ment présentes à des concentrations variables au sein de tout organisme vivant.

Elles sont majoritairement observées dans les produits fermentés comme les

aliments carnés et marins, le vin, la bière ou encore le fromage ainsi que dans

certains fruits et légumes.[1]

De faible masse moléculaire, leur structure chimique est de type aliphatique,

aromatique ou encore hétérocyclique, avec un nombre variable de groupements

aminés (Tableau 1.1).

bla

4
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Tableau 1.1 – Présentation des principales AB et de leur précurseur.

AB Formule Précurseur

Aliphatique

Agmatine H2N

N NH2

NH2

Arginine

Cadavérine H2N NH2 Lysine

Putrescine H2N

NH2 Ornithine

Spermidine H2N

H
N NH2 Putrescine

Spermine H2N N
H

H
N NH2 Spermidine

Aromatique

2-phényléthylamine NH2 Phénylalanine

Dopamine OH

OH

NH2 Tyrosine

Hétérocyclique

Histamine H
N

N NH2

Histidine

Sérotonine OH

NH

NH2 Tryptophane

Issues principalement de la décarboxylation enzymatique d’acides aminés

libres (Figure 1.1), elles peuvent également être obtenues par amination de com-

posés carboxylés, par hydrolyse de produits aminés ou par réaction enzymatique

sur une autre AB (Figure 1.2).

H
N

N

COOH

NH2

Histidine
- CO2

Histidine décarboxylase

H
N

N NH2

Histamine

Figure 1.1 – Exemple de décarboxylation de l’histidine en histamine.

bla
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H2N

NH2

R

S⊕ NH2

R

S

Spermidine synthase H2N

H
N NH2

Spermidine

R

S⊕ NH2

R

S

Spermine synthase

H2N N
H

H
N NH2

Sperminea

Putrescine

Figure 1.2 – Synthèse de la spermidine et de la spermine à partir de la putrescine.

Le nom de certaines AB se décline selon l’acide aminé dont elle dérive. Ainsi,

l’histidine devient l’histamine après décarboxylation. D’autres AB tirent leur

nom de la matrice dans laquelle elles furent découvertes ; la spermidine et la

spermine caractérisées dans le sperme ainsi que la cadavérine et la putrescine

issues de cadavres putréfiés d’animaux en sont des exemples.

1.1.2 Origines des AB chez l’Homme

Chez l’Homme, les trois sources d’AB sont :[2] :

- endogène due à la présence d’acides aminés libres dans le corps humain

(exemple : production d’histamine par les cellules entérochromaffines

de l’estomac suite à un stimulus),

- pseudo-endogène consécutive à la présence de microorganismes dans l’intes-

tin (exemple : décarboxylation de l’histidine en histamine par les bactéries

Escherichia coli),
- exogène résultant de l’ingestion d’aliments contaminées en AB (source majori-

taire chez l’Homme) et pouvant conduire à une intoxication alimentaire

.
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1.1.3 Rôles biologiques

En faible quantité, les AB sont primordiales au fonctionnement du corps

humain. En effet, elles participent aux processus de transmissions d’informations

et de régulation de fonctions physiologiques.

Ainsi, les AB régulent les fonctions cérébrales dans le système nerveux péri-

phérique. Elles sont, par ailleurs, impliquées dans des processus comportemen-

taux allant de l’homéostasie centrale à certains phénomènes cognitifs tels que

l’attention.[3] À forte dose, dont le seuil limite dépend de la sensibilité de chacun,

les effets des AB sont amplifiés causant ainsi, un dérèglement des fonctions

biologiques qui leur sont associées.

Ainsi, la dopamine est présente au niveau du cerveau et joue un rôle essentiel

dans la coordination des mouvements du corps. Dans la maladie de Parkinson,

les neurones dopaminergiques de la substance noire dégénèrent et entraînent

un dysfonctionnement moteur caractéristique.[4] Ce neurotransmetteur est éga-

lement impliqué dans la motivation, la récompense et le renforcement.

De même, la sérotonine, couramment appelée hormone du bonheur, joue un

rôle important dans la régulation de l’humeur, des comportements alimentaires

et sexuels ainsi que sur les cycles de sommeil. Elle permet également d’inhiber

la dopamine et ses effets. Un dérèglement des circuits sérotoninergiques peut

être responsable d’une diminution du taux de sérotonine. Ce dernier peut être à

l’origine d’un état dépressif, d’une forte émotivité et agressivité et même d’un

état désinhibant.

1.1.4 L’histamine

L’histamine[5] (ou 2-(4-imidazolyl)éthylamine) (Figure 1.3) influe sur de

nombreux processus biologiques qui doivent être strictement contrôlés afin

d’éviter des réactions allergiques indésirables.

H
N

N NH2

Figure 1.3 – Formule semi-développée de l’histamine.
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Toutefois, les seuils de tolérance à cette AB dépendent de l’individu et de

son état de santé. L’histamine se trouve dans les aliments à divers degrés en

raison de la maturation d’histidine en présence de son enzyme décarboxylase

(Figure 1.1). Par conséquent, elle se retrouve à forte concentration dans les

aliments et boissons fermentés tels que le fromage vieilli, le vin rouge et la bière.

Elle représente également un indicateur fiable de l’altération des poissons et

des viandes car sa teneur est liée à leur dégradation.[6]

1.1.4.1 Actrice de nombreux processus biologiques

Des concentrations endogènes d’histamine sont nécessaires aux fonctions

physiologiques normales. Toutefois, elles deviennent toxiques à de plus fortes

doses dans le système circulatoire.[5,7]

Les personnes ayant une faible expression de l’amine oxydase extracellu-

laire (responsable de la dégradation de l’histamine ) ou les patients ingérant

des médicaments inhibiteurs de cette enzyme sont prédisposées à ressentir les

effets toxiques de l’histamine liés à une amplification anormale de ses actions

physiologiques.

Au niveau vasculaire, l’histamine entraîne une vasodilatation des artères et

augmente la perméabilité capillaire et la viscosité sanguine. En parallèle, elle

joue un rôle primordial sur le système cardiaque car elle exerce une action stimu-

latrice. Au niveau des appareils digestif et respiratoire, elle permet la contraction

et la relaxation des muscles lisses extravasculaires, en particulier dans l’intestin

et les bronches. Au niveau neurologique, c’est un important stimulant sensoriel.

Enfin, des études ont montré l’effet de l’histamine sur l’immunomodulation, la

cicatrisation, le rythme jour-nuit et la régulation de la prolifération cellulaire

induite dans les modèles tumoraux.[5,7]

L’excès d’histamine généré par un empoisonnement entraîne une hypoten-

sion, des bouffées de chaleur et des maux de tête. Elle peut aussi être responsable

de l’apparition d’œdème, d’urticaire et de palpitations. Lorsqu’elle pénètre dans

le tube digestif, la contraction du muscle lisse intestinal est accentuée causant

des crampes abdominales, des diarrhées et des vomissements. Enfin, la neuro-

stimulation peut être potentialisée par la douleur et les démangeaisons qui
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accompagnent fréquemment les lésions urticariennes dues à l’empoisonnement.

1.1.4.2 La scombroïdose

L’histamine cause de nombreux empoisonnements alimentaires en Europe.[7]

En effet, elle est responsable de la scombroïdose, intoxication par ingestion de

toxines contenues dans la chair de certains poissons de la famille des scombridés

(Scombridae) comme le thon (Thunnus sp.), la sardine (Sardina pilchardus), le

hareng (Clupea harengus) et l’anchois (Engraulis sp.).
Cette maladie n’est pas corrélée à la capacité de dégradation et d’élimination

de l’histamine, contrairement au phénomène d’intolérance à l’histamine.

Les symptômes sont identiques à ceux d’une intoxication à l’histamine, aux-

quels peuvent s’ajouter dans de rares cas, une accentuation de l’asthme et des

problèmes cardiaques préexistants. Les premiers symptômes apparaissent très

rapidement (de 5 min à 2 h) après l’ingestion et peuvent persister pendant plu-

sieurs jours sans trace de séquelles à long terme. Un traitement antihistaminique

est préconisé pour accélérer la guérison.

Il est difficile d’estimer un nombre précis d’empoissonnement à l’échelle d’un

territoire puisque le diagnostic de cet empoisonnement n’est pas systématique.

En effet, la maladie présente des symptômes similaires à d’autres intoxications

alimentaires mais peut néanmoins être confirmée par une analyse des aliments

incriminés ou provenant de la même source.[7]

Des études récentes montrent qu’il existe des potentialisateurs d’histamine qui

favoriseraient voire accentueraient les intoxications. Des études animales in vitro

et in vivo ont montré que la putrescine, la cadavérine, la tyramine, la trypta-

mine et la 2-phényléthylamine peuvent être considérées comme des possibles

potentialisateurs.[8,9] En inhibant de manière compétitive les enzymes de dé-

toxification et de dégradation, ces potentialisateurs diminuent la dose seuil

nécessaire pour provoquer une réaction. Ils dérèglent la barrière intestinale

empêchant l’absorption de l’histamine et provoquent, dans une moins grande

ampleur, les mêmes symptômes que l’histamine aggravant ainsi les effets de la

maladie.
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1.1.4.3 Réglementation de l’histamine

Suite à ce problème sanitaire, l’Europe, et en particulier la France, a mis en

place une réglementation qui impose un seuil de sécurité pour « les produits de

la pêche fabriqués à partir d’espèces de poissons associées à une grande quantité

d’histidine et ceux ayant subi un traitement de maturation aux enzymes dans la

saumure fabriquée à partir de ces mêmes espèces ».[10]

D’après cette réglementation, seule la présence de deux échantillons sur neuf

ayant une concentration massique en histamine entre « m » limite correspondant

à une qualité satisfaisante et « M » correspondant à une qualité insatisfaisante

est admise. Après échantillonnage, les critères de sécurité correspondent aux

valeurs suivantes pour les poissons ayant :

- une grande quantité d’histidine m=100 mg/kg et M=200 mg/kg,

- subi un traitement de maturation m=200 mg/kg et M=400 mg/kg.

Ces limites s’appliquent exclusivement aux espèces de poissons apparte-

nant aux familles ayant une grande quantité d’histidine (Scombridae, Clupeidae,
Engraulidae, Coryphaenidae, Pomatomidae, Scombresosidae).

Un échantillonnage différent est utilisé pour les sauces liquides de poisson

produites par fermentation. Dans ce type de cas, l’histamine est supposée uni-

formément répartie et un échantillon unique peut être prélevé. Le lot est donc

supposé dangereux s’il présente un résultat supérieur à M=400 mg/kg.

De plus, en dehors du poisson, aucune autre denrée alimentaire n’est actuel-

lement réglementée.

1.1.4.4 Méthodes d’analyse de l’histamine

Une grande variété de méthodes d’analyse de l’histamine est référencée. Elles

peuvent être qualitatives, semi-quantitatives ou quantitatives.

Historiquement, les méthodes biologiques ont été les premières procédures

d’évaluation de la toxine « scombroïde ». Elles mesuraient le nombre de crispa-

tion d’un organe sensible à l’histamine.



1.1. Les amines biogènes (AB) 11

En 1954, l’observation du nombre de contractions et relaxations de l’in-

testin du cochon d’Inde fut la première méthode référencée pour l’analyse

de l’histamine par l’association scientifique garante de l’excellence des mé-

thodes analytiques ou Association of Official Agricultural Chemists (AOAC) avec

AOAC Official method 954.04.[11]

Par la suite, ces techniques ont été remplacées par des méthodes plus re-

productibles. Elles sont classées en deux catégories. Les premières, dites « de

routine », sont simples et rapides mais en général moins précises. Elles per-

mettent de vérifier une grande quantité d’échantillons. Les secondes nécessitent

des équipements plus importants et permettent de caractériser de manière qua-

litative et quantitative un mélange d’AB.

1.1.4.4.1 Méthodes colorimétriques

Les premières méthodes colorimétriques comportaient une purification préa-

lable sur colonne échangeuse d’ions[12] suivie de la formation d’un complexe

coloré par réaction de l’histamine avec un métal comme le cuivre.

Depuis 2005, de nouveaux tests ont été proposés.[13,14] Ces techniques non

spectrométriques reposent sur la comparaison visuelle de l’intensité de cou-

leur des échantillons tests avec un standard de concentration connue. Elles

permettent d’estimer rapidement la présence d’histamine dans le poisson frais

ou les produits dérivés.

Patange et al.[13] a fait appel à l’imidazole et au sulfonate de para-phényldiazo-

nium comme réactifs colorimétriques et obtient une limite de quantification à

10 mg/kg. Cette méthode à l’avantage d’être rapide (45 min avec la préparation

de l’échantillon) et peu coûteuse en réactif.

En comparaison, la méthode proposée par Oguri et al.[14] se base sur la réac-

tion de coloration entre l’histamine avec le 2,3-naphtalènedicarbaldéhyde. Cette

technique est capable de détecter la présence d’histamine dans les aliments avec

une limite de détection plus élevée (25 mg/kg). De plus, sa durée de conservation

est bien plus longue que celle des kits biologiques comportant des enzymes ou

des anticorps spécifiques de l’histamine (Sections 1.1.4.4.3 et 1.1.4.4.4).
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1.1.4.4.2 Méthodes de Chromatographie sur Couche Mince (CCM)

Ces méthodes historiques sont actuellement encore employées dans les la-

boratoires de contrôle. L’analyse peut être réalisée soit après une extraction de

l’histamine par le méthanol[15,16] soit à partir d’une fraction aqueuse du jus ob-

tenu par pressage de la chair de poisson.[17] De nombreuses combinaisons phase

mobile / phase solide existent.[18,19] D’après Lieber et Taylor,[19] les meilleurs

systèmes de solvants sont :

— méthanol : ammoniaque (20 :1, v :v) ;

— chloroforme : méthanol : ammoniaque (2 :2 :1, v :v :v).

En effet, ces deux systèmes permettent une bonne séparation de l’histamine parmi

un mélange d’amines.

L’utilisation d’un révélateur tel que la ninhydrine[18,19] est ensuite néces-

saire. Une étude comparative a permis de mettre en avant des réactifs usuels

spécifiques à l’histamine : la fluorescamine, l’ortho-diacétylbenzène et la para-

nitroaniline.[20]

Dans l’ensemble des cas, la détection peut être semi-quantitative en com-

parant l’intensité de la couleur de la tache correspondant à l’échantillon par

rapport à celle d’un standard à la concentration maximum indiquée par la norme

(Section 1.1.4.3). Cette méthode est rapide avec un temps de migration inférieur

à 2 h, une analyse simultanée de huit échantillons par plaque et de plusieurs

plaques dans une même chambre de migration. Elle est peu couteuse et peut

être utilisée comme un test de dépistage préalable aux analyses plus spécifiques.

Le résultat permet de mettre en évidence la présence d’échantillon sans his-

tamine. Cependant, la précision de cette technique ne permet pas d’avoir des

résultats fiables pour des échantillons dont le taux d’histamine est proche du

seuil maximal.

Pour améliorer ces résultats et pouvoir analyser semi-quantitativement plu-

sieurs amines, des systèmes à deux dimensions ont été réalisés.[21]

Dans cette continuité, le développement d’instruments pour l’application

automatisée d’échantillons et la densitométrique ont permis d’avoir des résul-

tats quantitatifs et similaires à ceux obtenus avec des chromatographies plus

poussées comme la Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC)[22]
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ou la Chromatographie en phase Gazeuse (GC) (Sections 1.1.4.4.9 et 1.1.4.4.8).

Appelée maintenant chromatographie sur couche mince à haute performance ou

High-Performance Thin-Layer Chromatography (HPTLC) , cette CCM quantita-

tive permet la détermination simultanée de nombreuses AB. Après extraction,

les amines sont dérivées avec du chlorure de dansyle,[15,22] de la ninhydrine,[15]

ou de la para-nitroaniline.[15] Cette méthode présente les même avantages que la

CCM classique : rapide, peu coûteuse, sensible et reproductible. De plus, elle est

quantitative et permet également d’analyser simultanément un grand nombre

d’échantillons.

1.1.4.4.3 Méthodes enzymatiques

À l’origine très imprécise, cette technique utilisant un système enzymatique

séquentiel en deux étapes a été développée par Lerke et al..[23] Premièrement,

la diamine oxydase catalyse la dégradation de l’histamine en imidazole acétal-

déhyde avec la formation de peroxyde d’hydrogène. Le peroxyde est ensuite

décomposé par la péroxydase en présence du « leucocristal violet » conduisant

à son changement de couleur (incolore à violet) dont l’intensité est proportion-

nelle à la quantité d’histamine. Elle peut être évaluée visuellement pour un

résultat qualitatif ou par spectrométrie d’absorbance pour une quantification

avec des limites de détection et de quantification respectivement de 0,5 mg/kg

et de 1,5 mg/kg.[24] Cette technique dispose également d’une bonne corrélation

avec la méthode AOAC fluorimétrique[25] comme le montre Ben-Gigirey et al.

(r2 = 0,829).[26]

Pour simplifier et compléter cette procédure, des biocapteurs[27] ont été

développés afin de mesurer l’augmentation de la teneur en oxygène observée

lors de la libération du peroxyde d’hydrogène. De plus, ils permettent l’ana-

lyse de plusieurs AB en simultané et peuvent être réutilisés jusqu’à soixante

fois. Malheureusement leur non-commercialisation rend leur utilisation et leur

démocratisation difficile.

Le principal problème de cette procédure est la surestimation du taux d’his-

tamine en présence d’autres AB. En effet, l’imidazole acétaldéhyde réagit avec

certaines AB telles que l’agmatine, la putrescine et la cadavérine.[26]
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Très récemment, Bioo Scientific Corp. a développé un test quantitatif rapide

pour la détermination de l’histamine dans les produits de mer.[28] Ce kit est

conforme aux directives et méthodes approuvées par l’AOAC (r2 > 0,99) et

possède une limite de détection de 0,9 mg/kg et une limite de quantification

de 2,6 mg/kg bien inférieure à celle d’autres méthodes dites de routine.[29] La

réactivité croisée du test a été testée sur quatorze autres AB. Pour douze de

ces AB, aucune interférence avec l’histamine n’a été observée (surestimation

inférieure à 0,5 %) tandis que l’agmatine (4,1 %) et la putrescine (0,9 %) ont eu

un impact légèrement plus élevé. De plus, sa durée de conservation a été élargie

à un an à 4 ◦C.

1.1.4.4.4 Méthodes immuno-enzymatiques

En 1995, un kit de dosage d’immunoabsorption par enzyme liée ou Enzyme-

Linked Immuno Assay (ELISA) a été développé pour la mesure de l’hista-

mine dans les aliments,[30] suivi d’autres kits permettant des analyses quali-

tatives ou quantitatives.[31] Il s’agit d’un dosage sur support solide utilisant des

anticorps spécifiques à cette AB .

Historiquement, il s’agissait de dosages indirects (ou par compétition)[30,31]

qui, depuis, ont été remplacés par des dosages directs.[32,33]

Pour un dosage indirect, un réactif (dont la nature diffère en fonction du

kit) est ajouté après l’extraction de l’histamine de la matrice afin de former

des conjugués d’histamine. Ces derniers sont ensuite placés dans des puits de

microtitrage ou des tubes de réaction recouverts d’anticorps spécifiques. Puis,

une quantité connue de conjugué d’histamine marqué comme la Phosphatase

alcaline[31] est ajoutée. Une compétition s’instaure alors au niveau des sites de

reconnaissance des anticorps vis à vis de l’histamine présente dans l’échantillon,

et le standard marqué. Les puits sont ensuite lavés après incubation afin de

stopper la compétition entre l’histamine et le standard marqué. En fin de réac-

tion, l’intensité de la couleur développée est inversement proportionnelle à la

quantité d’histamine non marquée dans l’échantillon.

Dans le cas d’un dosage direct, la procédure est beaucoup plus simple ; l’ex-

trait contenant de l’histamine est mis en contact avec l’anticorps préalablement
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fixé sur un support puis couplé à un chromophore.[32] Il est également possible

de fixer l’histamine sur un support solide puis de la mettre en présence de

l’anticorps marqué.[33]

En fonction du kit choisi, différentes gammes de concentration peuvent

être étudiées. Pour tous les systèmes, une lecture spectrophotométrique et une

comparaison à une droite d’étalonnage permet de fournir une valeur quantitative

fiable. Cette méthode est rapide, très sensible et spécifique, permettant l’analyse

simultanée de plusieurs échantillons dont le nombre est limité par celui des

puits par plaque.

1.1.4.4.5 Méthodes d’analyse par injection en flux continu (FIA)

Beaucoup moins démocratisée, cette technique analytique est basée sur l’in-

jection microfluidique d’échantillons dans une solution support qui le transporte

jusqu’au détecteur. La réponse du détecteur (absorbance, fluorescence, capteur)

permet d’aboutir à une droite d’étalonnage quantifiant l’analyte cible.

Dans le cas de l’histamine, une détection fluorimétrique a été développée

pour fournir un criblage rapide. La limite de quantification se situe entre 0,8

et 2,4 mg/kg et le seuil maximal de détection atteint 340 mg/kg.[34] C’est une

méthode quantitative très rapide (une minute par extrait) qui nécessite toutefois

un équipement couteux.

1.1.4.4.6 Méthodes par Électrophorèse Capillaire (CE)

Ce test est basé sur l’Électrophorèse Capillaire (CE) avec une détection par

Ultra-Violet (UV) (mono longueur d’onde[35] ou à barrette de diodes[36]), par

Spectrométrie de Masse (SM)[37] ou encore par fluorescence moléculaire.[38,39]

Les AB sont extraites avec une solution acide avant d’être injectées sous pression

dans un capillaire. La séparation est réalisée avec l’aide d’un micro-courant à

une température contrôlée. Dans les procédures par fluorescence moléculaire,

les AB sont dérivées avant l’injection.

Une amélioration récente consiste à réaliser non plus de la CE mais de

l’électrochromatographie.[40] C’est une méthode hybride entre la CE haute per-

formance et la HPLC qui présente une très grande efficacité.
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1.1.4.4.7 Méthodes par fluorescence moléculaire

Cette méthode sensible et reproductible a été validée et standardisée par

l’AOAC (AOAC Official method 977.13).[25,41] En amont de l’analyse, l’histamine

est extraite au méthanol puis purifiée sur une colonne échangeuse d’anions de

type Bio-Rad AG 1-X8, afin d’éliminer les substances interférentes comme les

protéines ou les acides gras avant d’être dérivée avec l’ortho-phthalaldéhyde

(OPA).[25,42,43] D’autres chromophores sont possibles dont la fluorescamine[44]

et le chlorure de dansyle.[16] Enfin, la fluorescence du composé est mesurée par

spectrophotométrie.

Par ailleurs, des adduits ont été formés en présence de composés thiolés

tels que le 2-mercaptoéthanol,[45,46] l’acide 3-mercaptopropionique[45] ou la

N-acétylcystéine[45] afin de créer des complexes OPA/thiol/histamine plus

stables et ainsi élargir la zone de pH nécessaire à la formation de composés

fluorescents.[45] Des travaux similaires ont été réalisés sur l’agmatine, la cada-

vérine et la putrescine et sur les acides aminés dont elles sont issues comme

l’histidine (pour l’histamine), l’arginine, la lysine et l’ornithine.[46,47]

1.1.4.4.8 Méthodes par Chromatographie en phase Gazeuse (GC)

L’histamine ainsi que les AB sont extraites au méthanol puis dérivées par

réaction avec l’anhydride pentafluoropionique.[48]

Suite à l’amélioration de la qualité des colonnes GC, Hwang et al.[49] ont

décrit une méthode d’analyse directe de l’histamine en utilisant une colonne

GC de polarité intermédiaire (CP-SIL 19CB) avec une limite de détection pour

l’histamine aux alentours de 5 mg/kg.

Cette méthode est sensible, reproductible et rapide, une analyse complète

de l’extrait nécessitant environ 10 min. L’avantage évident de cette technique

GC (avec et sans dérivation) réside dans la possibilité de caractériser un pa-

nel d’AB en une seule analyse[50] que ce soit par détection par ionisation de

flamme,[51] ou par SM.[52]
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1.1.4.4.9 Méthodes par Chromatographie Liquide Haute Performance
(HPLC)

Les études par HPLC diffèrent selon la colonne employée ou encore le type

de détection.[50] Lors d’une détection par fluorescence moléculaire, une déri-

vation en pré ou post-colonne des AB est nécessaire et fait aussi appel aux

dérivés comme l’OPA,[42,53] la fluorescamine[54] et le chlorure de dansyle[55] (Sec-

tion 1.1.4.4.7). Les autres méthodes de détection n’impliquent pas de dérivation

pré ou post colonne pour l’histamine et peuvent être réalisées avec un détecteur

à barrette de diodes[56] ou encore avec un spectromètre de masse.[57]

À la fin des années 80’, l’Europe a souhaité uniformiser la quantification de

l’histamine dans les poissons responsables de la scombroïdose. C’est dans le

cadre de la quatrième thématique du programme « Community research and

coordination programmes in the fisheries sector (FP2-FAR) »[58] que le projet

européen « Biogenic amines in fishery products »[59] a vu le jour avec pour objec-

tif de standardiser la méthode analytique des AB dans les produits de la pêche.

En amont de ce projet, des laboratoires de référence ont comparé et standardisé

les techniques d’analyses essentiellement de type HPLC afin de permettre une

normalisation. La présence d’histamine dans les produits de la pêche a été déter-

minée pour des taux de 25 à 100 mg/kg (après dopage) avec une précision, une

répétabilité et une reproductibilité acceptables. Puis, ces procédures HPLC nor-

malisées pour la détermination des AB dans les produits de la pêche ont été

appliquées pour des tests inter-laboratoires dans l’optique d’éprouver les mé-

thodes. Le protocole retenu s’est alors orienté vers une dérivation post-colonne

avec l’OPA dont l’emploi donnait de bonnes fiabilité et reproductibilité pour

déterminer les seuils d’histamine dans les aliments.[60]

De par sa spécificité, sa rapidité, sa précision et le nombre de composés

pouvant être analysés simultanément, de nombreux laboratoires utilisent cette

technique comme référence afin de comparer leurs propres méthodes.[16,22]

Aujourd’hui, elle correspond à la méthode européenne de référence analytique

du règlement (CE) n° 2073/2005.[10,61-63]

Depuis, les méthodes Chromatographie Liquide Ultra Haute Performance

(UHPLC) tendent à remplacer celles par HPLC car elles sont plus rapides et plus
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sensibles.[64]

1.2 L’ortho-phthalaldéhyde (OPA) et ses dérivés

1.2.1 Généralité

L’ortho-phthalaldéhyde ou 1,2-benzènedialdéhyde (OPA) (Figure 1.4) se pré-

sente sous la forme d’une poudre jaune pâle et se conserve entre 2 ◦C et 8 ◦C.

Sa légère instabilité nécessite une recristallisation dans un solvant organique

comme l’hexane[65] avant toute utilisation.

4

3

2 O

1 O

Figure 1.4 – Formule semi-développée de l’ortho-phthalaldéhyde (OPA).

1.2.2 Formes de OPA en milieu aqueux

Soluble dans de nombreux solvants, l’OPA a tout particulièrement été étudié

dans l’eau[66-70] où quatre formes ont pu y être observées (Figure 1.5).
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1 : Dialdéhyde
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OH

OH

2 : Monohydrate

OH

O

OH

3 : Dihémiacétal cyclique

bla
OHOO

O
HO

4 : Dimère

Figure 1.5 – Représentation des formes de l’OPA issues de la littérature.[66,67]

Les trois premières formes de type dialdéhyde, monohydrate et dihémiacétal

cyclique sont en équilibre (Figure 1.6)[66] et représentent les formes les plus

étudiées.[68-70]
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Figure 1.6 – Équilibre des structures dialdéhyde, monohydrate et dihémiacétal
cyclique de l’OPA dans l’eau.

Une étude polarographique a montré que l’équilibre entre les formes 1 et

2 s’établit très lentement alors que le second équilibre entre les formes 2 et 3

est plus rapide.[71] Les constantes d’équilibre associées sont k1 ≈ 3 et k2 ≈ 2[66]

déplaçant l’équilibre est en faveur de la forme 3.

Suite à ce résultat, Zhu et al.[68] ont réalisé des études par Résonance Ma-

gnétique Nucléaire (RMN) 1H à 400 MHz et par spectroscopie Ultra-Violet (UV).

L’étude RMN a été menée dans le chloroforme deutéré et l’eau lourde et montre

que l’OPA n’existe que sous sa forme dialdéhydique (Forme 1) dans le CDCl3,

tandis que dans le D2O, cette forme dialdéhydique reste minoritaire vis-à-vis

des isomères cis et trans de la forme dihémiacétal cyclique (Forme 3). Ces deux

résultats ont été confirmés par spectroscopie UV, dans le dichlorométhane où

deux bandes ont été observées. La première à λ = 258nm est caractéristique

du cycle benzénique et la seconde à λ = 300nm est spécifique aux fonctions

aldéhydiques. Dans l’eau, ces bandes sont également présentes mais d’intensité

plus faible et un léger épaulement apparait sur la première.

Enfin, le dimère (Forme 4) a été décrit par Katsujisa dans un brevet de

2012.[67] À 0 ◦C, il s’obtient spontanément à partir de la forme dihémiacétal

cyclique (Forme 3) couplée à une seconde molécule d’OPA sous sa forme dialdé-

hydique.

1.2.3 Dérivés de l’OPA

Malgré la fonctionnalisation possible du cycle aromatique, on retrouve peu

d’études concernant l’OPA modifié en position 3 ou 4. En effet, les composés



1.2. L’ortho-phthalaldéhyde (OPA) et ses dérivés 20

substitués en position 3 sont absents de la littérature et ceux en position 4 ne sont

que très légèrement décrits. Seuls les 4-halogéno-OPA,[69,70] le 4-nitro-OPA,[70]

le 4-méthoxy-OPA (4-MO-OPA),[72,73] le 4-hydroxy-OPA (4-HO-OPA)[72,74-76]

sont référencés.

1.2.4 Applications de l’OPA

L’OPA est utilisé principalement en milieu hospitalier comme désinfectant

de matériels médicaux et chirurgicaux ne pouvant pas être thermiquement

stérilisés. Il est considéré comme une sérieuse alternative à l’utilisation du

glutaraldéhyde.[77]

En parallèle, l’OPA est très employé en chimie analytique en amont de mé-

thodes chromatographiques de séparation comme l’HPLC[42] comme réactif de

dérivation pour l’analyse des composés aminés[66] (acides aminés, protéines, AB),

et thiolés (Section 1.1.4.4.7).

Enfin, l’OPA est également utilisé en synthèse organique comme synthon de

base pour de nombreuses familles de composés.[66] À titre d’exemple, il entre

dans les synthèses d’imines,[78] d’isoindoles[79] et de macrocycles.[80] Par ailleurs,

des polymérisations cationiques de l’OPA ont été décrites afin de former des

polymères de poly-phthalaldéhyde.[81]

Concernant les rares dérivés d’OPA décrits actuellement, le 4-hydroxy-ortho-

phthalaldéhyde (4-HO-OPA) est noté comme synthon de base pour la forma-

tion d’anti-tumoraux[74] et de cucurbit-[6]-uriles.[76] Enfin, le 4-méthoxy-ortho-

phthalaldéhyde (4-MO-OPA) reste uniquement référencé comme réactif pour le

dosage par fluorescence moléculaire de traces d’ammonium dans l’eau de mer

et d’eau douce.[73] Les faibles rendements des synthèses de ces 4-HO-OPA et

4-MO-OPA limitent néanmoins leur potentiel applicatif.

1.2.5 OPA et histamine

Très utilisé en tant qu’agent de dérivation pour l’étude par fluorescence

moléculaire de l’histamine (Section 1.1.4.4.7), le mécanisme de formation du

complexe OPA-histamine est toutefois peu référencé. Seules deux équipes[82,83]

en 1984 et 1987 s’y sont intéressées.
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D’après les travaux de Rönnberg et al.,[82] les complexes ont été réalisés à

froid (−10 ◦C) à pH de 12,5 dans du méthanol. Puis après 10 h à 0 ◦C et sous

atmosphère inerte, le mélange a été acidifié à pH de 2,5 et lyophilisé avant d’être

purifié. Par la suite, les différents composés ont été isolés par séparation sur

colonnes chromatographiques Sephadex G 25 et HPLC-UV semi-préparative.

Enfin, les analyses par HPLC-fluorescence, par RMN et par SM ont permis de

caractériser les structures représentées dans la Figure 1.7. Suite à cela, Rönn-

berg et al. ont proposé l’hypothèse d’un complexe fluorescent formé en milieu

basique (Forme présente en milieu basique : Fbase) capable de se transformer

en milieu acide (Forme présente en milieu acide : Facide). Le complexe Facide a

une stœchiométrie OPA-histamine [2 :1]. Le mécanisme de formation proposé se

déroule en cinq étapes (Figure 1.7).
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Figure 1.7 – Mécanisme réactionnel de complexation entre l’OPA et l’hista-
mine proposé par Rönnberg et al..[82]
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Trois ans plus tard, ces travaux ont été repris par Yoshimura et al.[83] pour

attester du mécanisme de formation de Fbase et Facide. Une analyse cinétique de la

formation et de la dégradation du complexe fluorescent formé en milieu basique

puis acidifié a été effectuée. Toutefois, dans ces travaux, la forme basique ne

correspond pas au précurseur de la forme acide. En effet, les temps de réaction

et les rendements observés en fonction de la quantité initiale d’OPA tendent à

indiquer la présence d’un composé non-fluorescent à l’origine des deux formes.

Un nouveau mécanisme de formation a donc été proposé (Figure 1.8).
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Figure 1.8 – Mécanisme réactionnel de complexation entre l’OPA et l’hista-
mine proposé par Yoshimura et al..[83]
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1.3 Les Quantum Dots (QD)

1.3.1 Généralité et structure

Les Quantum Dots (QD), appelés parfois boîtes quantiques, sont des nano-

particules fluorescentes de semi-conducteurs habituellement sphériques.[84] Ils

sont composés de cristaux et possèdent des propriétés photophysiques très spéci-

fiques dépendant à la fois de la nature des semi-conducteurs utilisés mais surtout

de leur taille (Section 1.3.2.1). Ainsi, en faisant varier ces deux paramètres, il est

possible d’avoir une infinité de combinaison et donc d’obtenir une multitude de

propriétés différentes. De cette manière, toutes les longueurs d’onde d’émission

dans le visible sont théoriquement atteignables. (Figure 1.9).

Figure 1.9 – QD avec émission progressive du violet au rouge © Antipoff -
Wikimedia Commons, CC-by-3.0.[85]

1.3.1.1 Structure électronique et propriétés des semi-conducteurs

Les matériaux peuvent être classés en trois groupes : isolants, semi-conducteurs

et conducteurs en fonction de leur conductivité (Figure 1.10).

σ (S/cm)
10−8 103

Isolant Semi-conducteur Conducteur

Figure 1.10 – Classement des isolants, semi-conducteurs et conducteurs en
fonction de leur conductivité σ .
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Les propriétés électriques de conduction des matériaux sont liées au rem-

plissage des différentes bandes d’énergie. Trois bandes doivent être considérées :

une bande d’énergie basse (bande de valence), une bande d’énergie haute (bande

de conduction) et une zone entre les deux (bande interdite). La conduction est le

résultat du déplacement d’un électron de la bande de valence vers un trou de la

bande de conduction à travers la bande interdite. Cette paire électron-trou est

appelée exciton.

Dans le cas des isolants, la bande de conduction ne contient pas d’électron

alors que la seconde est remplie, la différence d’énergie entre les deux est donc

très importante. Le passage d’un électron de la bande de valence à la bande de

conduction demande donc une énergie importante de l’ordre de 9 eV rendant la

formation d’un courant électrique impossible.

Dans le cas des conducteurs, les deux bandes sont partiellement pleines et

interpénétrées et un apport en énergie plus faible est suffisant pour permettre le

passage d’un électron à l’état excité. Enfin, les semi-conducteurs sont isolants

à froid et leur conduction augmente avec la température, nécessitant qu’une

énergie de 1 à 3 eV afin de passer la bande interdite.[86]

Les QD sont composés de nanocristaux semi-conducteurs dont le diamètre

est compris entre 1 et 10 nm. Dans cette gamme de taille, le niveau d’énergie

est considéré comme discret au lieu de continu. Cela s’appelle le « quantum ».

Puisque l’énergie de la bande interdite est déterminée par la taille et la composi-

tion des QD, les propriétés physiques peuvent être ajustées de manière contrôlée

en gardant à l’esprit que plus le diamètre de la nanoparticule est petit, plus la

bande interdite est grande et donc plus l’énergie nécessaire pour la traverser

l’est également.

1.3.1.2 Structure d’un QD

Les QD sont des nanostructures le plus souvent sphériques et constitués au

minimum d’un cœur photoactif inorganique, d’au moins deux semi-conducteurs,

et d’un revêtement extérieur de ligands organiques (Figure 1.11) permettant de

stabiliser le cœur et empêchant l’agrégation de plusieurs nanoparticules. Les

cœurs les plus utilisés sont composés de cadmium, de sélénium et de tellure

(CdSe et CdTe).
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Figure 1.11 – Représentation schématique d’un QD.

En réalité, les QD ne sont pas parfaitement sphériques car leur surface cris-

talline présente de nombreux défauts. Appelés « pièges à électrons », ils sont dus

à des lacunes ou des erreurs de compositions engendrées par l’inhomogénéité

des cristaux de QD. Ces irrégularités diminuent fortement le rendement quan-

tique de fluorescence (Section 1.3.2.4) et modifient de ce fait les propriétés des

QD (Section 1.3.2.3).[87]

La diminution de ces imperfections permet d’augmenter la stabilité et d’amé-

liorer les propriétés photophysiques. Pour cela, il est possible de couvrir le cœur

par une ou plusieurs coquilles de matériaux semi-conducteurs distincts[88,89]

dont l’épaisseur est maitrisable lors de la synthèse. Certaines études[89] montrent

que lorsque le cœur est recouvert progressivement d’une coquille, la photolu-

minescence augmente jusqu’à un maximum avant de diminuer à l’ajout suivant

de ligand. Dans le même temps, la longueur d’onde d’excitation est légèrement

décalée vers le rouge suite à un phénomène de confinement (Section 1.3.2.1).[89]

Selon la combinaison de cœur/coquille, trois types de QD peuvent être

obtenus[90] (Figure 1.12).

Type I La coquille est composée de semi-conducteurs avec une plus grande

bande interdite. L’exciton est confiné dans le cœur[90] (Exemple CdSe/ZnS).

Type I inversé C’est la symétrie du type I. Le cœur a une bande interdite plus

grande que la coquille (Exemple CdS/CdSe). Ce type de système a des

propriétés photophysiques médiocres nécessitant d’ajouter une deuxième

coquille (de type I) (CdS/CdSe/ZnS).[91]
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Type II Les deux bandes du cœur sont soit au dessus des deux bandes de la

coquille, soit en dessous (Exemple CdTe/CdSe). Leur fluorescence peut se

rapprocher vers le proche infrarouge (jusqu’à 800 nm). L’exciton peut être

à la fois dans le cœur et la coquille augmentant ainsi sa durée de vie.[88]

Figure 1.12 – Représentation schématique des bandes interdites des trois types
de QD.

Un autre paramètre à considérer pour l’ajout d’une coquille est le désac-

cord de maille entre les deux semi-conducteurs qui se calcule grâce au para-

mètre de maille (a). Par exemple, ce paramètre est de 12 % pour CdSe/ZnSavec

aCdSe = 4,31 Å et aZnS = 3,82 Å.[89] Si le désaccord est trop grand, le cœur peut

être compressé par la coquille et ainsi créer des défauts et donc diminuer le

rendement quantique de fluorescence (effet de saturation). L’ajout d’une coquille

intermédiaire (avec un désaccord de maille plus faible à la fois avec le cœur et

avec la coquille extérieure) permet de pallier à ce problème. Des systèmes comme

CdSe/CdS/ZnS et CdSe/ZnSe/CdS ont alors été développés.[88] Ces montages

cœur/coquille 1/coquille 2 donnent des rendements quantiques de fluorescence

moléculaire plus importants que ceux comportant une seule coquille. En effet,

ils permettent d’avoir une coque plus épaisse (et donc plus stable) sans perte de

luminescence.

Dans le cas des QD biocompatibles utilisés en biologie, ceux-ci doivent avoir

au minimum quatre couches : un cœur et une coque inorganique protégés par

une coque et des ligands organiques[92] augmentant leur stabilité et limitant les

risques de relargage de métaux.[93]
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1.3.2 Propriétés photophysiques des QD

1.3.2.1 Importance du diamètre des QD

Pour des semi-conducteurs usuels, l’énergie nécessaire au passage d’un élec-

tron de la bande de valence à la bande de conduction correspond à une énergie

au moins égale à la bande interdite. En passant au niveau nanométrique, la

structure en bandes devient une structure avec des niveaux discrets. De plus,

l’énergie nécessaire pour traverser la bande interdite varie inversement à la

taille du QD.[94,95] En effet, plus les nano-objets sont petits plus les excitons sont

confinés et subissent des contraintes dues aux dimensions du matériau. L’énergie

cinétique dans le semi-conducteur est donc plus importante ce qui augmente

la bande interdite. Ce phénomène correspond au confinement quantique. En

contrôlant la taille du QD, ses propriétés photophysiques vont l’être également.

Brus a déterminé la relation entre le diamètre et la bande interdite en ap-

proximant un rayon de Bohr de semi-conducteur sphérique inférieur au rayon

de Bohr de l’exciton (Équation 1.1).[95,96]

Eg = E massif
g +

~
2π2

2r2

(
1
m∗e

+
1
m∗h

)
− 1,8e2

εrε0

1
r

+ termes négligeables

Équation 1.1 – Équation permettant le calcul de l’énergie de la bande interdite
de nanocristaux sphériques.
Avec Eg l’énergie de la bande interdite (ou gap band),

E
massif
g l’énergie de la bande interdite du semi-conducteur massif,

~ la constante de Planck (~ = 1,0546.10−34J.s),

r (en nm) la taille de l’exciton (appelé le rayon de Bohr),

m∗e et m∗h (sans dimension) les masses effectives d’un électron et d’un trou,

εr la permittivité diélectrique statique du matériau relative par rapport à celle du vide ε0

(ε0 = 8,854.10−12F/m).

Le second terme (en 1/r²) est le terme de confinement quantique calculé

selon l’hypothèse d’un puits de potentiel sphérique dans lequel sont confinés les

électrons et les trous. Le troisième terme (en 1/r) décrit l’attraction coulombienne

de l’exciton.

Le rayon de Bohr (r) est déterminé selon l’Équation 1.2. Il peut être obtenu à

partir du modèle de Bohr de l’atome d’hydrogène et les paramètres du matériau

semi-conducteur du nanocristal.
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r = 0,053 εr me

(
1
m∗e

+
1
m∗h

)
Équation 1.2 – Expression du rayon de Bohr (en nm).
Avec m∗e et m∗h (sans dimension) les masses effectives d’un électron et d’un trou,

εr la permittivité diélectrique statique du matériau relative par rapport à celle du vide ε0

(ε0 = 8,854.10−12F/m).

1.3.2.2 Absorption

D’après la Section 1.3.2.1, les propriétés photophysiques des QD dépendent

de leur diamètre responsable du confinement quantique.[97] L’absorption d’un

photon par le QD n’est possible que si l’énergie est supérieure à la bande inter-

dite. Le spectre d’absorption d’un QD large et étendu sur une plage allant de

l’ultraviolet au visible selon la taille de la nanoparticule est très caractéristique

(Figure 1.13).
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Figure 1.13 – Exemple de spectres d’absorption et d’émission d’un QD de CdSe.

L’état excité d’énergie le plus faible est caractérisé par un épaulement au seuil

d’absorption dont la forme et la largeur dépendent de la distribution de tailles

dans l’échantillon et cet épaulement correspond à la transition optique du pre-

mier exciton (pic excitonique) dont la position est inversement proportionnelle

à l’énergie de la bande interdite selon l’Équation 1.3.
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λexciton =
hc
Eg

Équation 1.3 – Expression de la longueur d’onde du pic excitonique (en nm).
avec λexcition la longueur d’onde du premier pic excitonique.

Une diminution du diamètre du QD déplace le système vers des énergies

plus élevées et des longueurs d’onde d’émission plus faibles.

1.3.2.3 Photoluminescence

Suite à l’absorption d’un photon ayant une énergie supérieure à la bande

interdite, il y a la formation d’un exciton faisant ainsi passé le QD dans un

état excité. Il tend donc à retourner à son état énergétique fondamental avec

l’émission de fluorescence par un processus radiatif issu de la recombinaison de

la paire électron-trou dont l’énergie est égale à la bande interdite. Comme cette

dernière est proportionnelle à la taille du QD, le spectre d’émission en dépend

également. Il est déplacé de quelques nanomètres vers les longueurs d’onde plus

élevées par rapport au pic excitonique. Cette différence, appelée déplacement de

Stokes, a pour origine la structure électronique du semi-conducteur.[98]

À titre d’exemple, le premier état excité pour le CdSe correspond à S1 qui

est divisé en cinq sous-niveaux vibrationnels. Lors de l’absorption d’un photon,

l’électron se situe sur l’état de plus haute énergie (appelé état numéro 5) puis

redescend ensuite sur le troisième niveau selon une relaxation non-radiative

pour retrouver à l’état fondamental par une recombinaison radiative fluorescente.

C’est le faible écart entre les états 5 et 3 qui est responsable du déplacement de

Stokes. Néanmoins, pour les QD et contrairement aux fluorophores classiques,

ce déplacement est sans conséquence car la bande d’absorption est très large.

L’excitation peut donc être effectuée à une longueur d’onde éloignée de celle de

l’émission de fluorescence évitant ainsi les interférences.

Dans le cas général, après un apport d’énergie suffisant, l’électron passe de

son état fondamental S0 à un état excité Sn. En effet, même si l’état S1 est le

plus proche, il est possible de passer à un état supérieur si l’énergie fournie est

suffisante. Des conversions internes ont alors lieu pour revenir au niveau S1 avant
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une ultime recombinaison radiative permettant de revenir à l’état fondamental

avec émission de fluorescence (Figure 1.14).
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Figure 1.14 – Diagramme simplifié de Perrin-Jablonski.

Une raie de spectre d’émission fine et symétrique indique une faible dispersité

de taille de QD dans l’échantillon[99] (Figure 1.13) ce qui est un des avantages par

rapport aux fluorophores organiques qui ont très souvent des spectres larges[100]

et qui présentent parfois un recouvrement partiel des spectres d’excitation et

d’émission.[100] Ainsi, contrairement aux fluorophores classiques, des mélanges

de QD émettant à des longueurs d’onde différentes peuvent être ciblés et observés

simultanément. Par exemple, pour un QD CdSe, les particules émettent du bleu

au rouge avec respectivement des diamètres de 2 à 7 nm[101]

De même, les émissions peuvent varier énormément pour des QD de même

diamètre mais de compositions différentes. Par exemple, pour des nanoparticules

de 5 nm, un cœur de CdSe provoque une émission à une longueur d’onde proche
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de 620 nm alors que pour les cœurs de CdTe et CdSeTe, les valeurs se situent

respectivement à 710 et 800 nm.[101]

La forme des QD a également un effet sur les spectres d’émission ; Hu et

al.[102] ont montré que les QD de formes allongées émettent une lumière polari-

sée linéaire alors que les QD sphériques ont des émissions circulaires polarisées

ou non.[103]

Parmi leurs propriétés remarquables, les QD ont une photostabilité et une

durée de vie de fluorescence beaucoup plus importantes (respectivement jusqu’à

cent et dix fois) par rapport aux fluorophores conventionnels grâce à leur faible

photoblanchiment.[104]

Une propriété dites de scintillation se retrouve spécifiquement chez les QD.

Ce phénomène correspond à une succession d’états brillants et éteints sous une

excitation continue qui est du aux défauts de surface.[105]

Cependant, dans la très large majorité des utilisations, le scintillement est

indécelable car moyenné sur l’échantillon. Seule une diminution du rendement

quantique de fluorescence est observée (Section 1.3.2.4).

1.3.2.4 Rendement quantique de fluorescence

L’émission de fluorescence peut être quantifiée par le rendement quantique

de fluorescence ΦF correspondant à l’efficacité de la fluorescence par rapport aux

autres voies de désexcitation. C’est une grandeur sans dimension comprise entre

0,05 et 1 qui évalue le ratio entre les recombinaisons radiatives (fluorescentes) et

les non-radiatives (Équation 1.4).

ΦF =
nombre de photons émis

nombre de photons absorbés

Équation 1.4 – Expression du rendement quantique de fluorescence ΦF .

Dans le cas des QD, il dépend très fortement de la structure. Des défauts

de surface, une mauvaise stabilisation (par les ligands) ou une dégradation

due au temps ou au mode de conservation peuvent très fortement diminuer ce

rendement. Pour mesurer ce rendement, une méthode fiable consiste à utiliser

un fluorophore déjà caractérisé ayant une valeur de ΦF connue et normée.[106]
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Ce standard doit avoir des zones d’absorbance et d’émission très proche de celle

de l’échantillon. Une autre solution consiste à utiliser la méthode de mesures

ponctuelles. Elle a l’avantage d’être plus rapide que la méthode comparative

(Équation 1.5).[107-109]

ΦQD = ΦStd
IQD
IStd

AStd

AQD

η2
QD

η2
Std

Équation 1.5 – Expression du rendement quantique de fluorescence ΦQD .
Avec ΦQD le rendement quantique,
IQD l’intensité d’émission intégrée du QD mesurée,
IStd l’intensité d’émission intégrée du standard mesurée,
ηQD l’indice de réfraction du solvant de la solution de QD,
ηStd l’indice de réfraction du solvant de la solution de standard,
AQD l’absorbance de la solution de QD,
AStd l’absorbance de la solution de standard.

Le rendement quantique des QD sont jusqu’à vingt fois plus lumineux que

les fluorophores classiques.[99] En contrepartie, leur rendement quantique ΦQD

est inférieur à celui de certains des meilleurs composés organiques (Tableau 1.2).

Tableau 1.2 – Comparaison du rendement quantique de fluorescence de stan-
dards et QD commerciaux.[86]

Composé Excitation (nm) Émission (nm) ΦF

Dans le domaine du visible

Fluoresceine 1 500 544 0,97
Cy3 1 560 575 0,09
CdS 350–470 370–500 6 0,6
CdSe 450–640 470–660 0,65-0,85
CdTe 500–700 520–750 0,3-0,75

Dans le domaine du proche IR

Cy7 2 747 774 0,24
IR125 (ICG) 1 786 825 0,05

PbS 3 800–3000 >900 0,70
PbSe 3 900–4000 >1,000 0,81

1 dans l’éthanol bla 2 dans l’eau bla 3 dans l’hexane
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1.3.2.5 Comparaison des propriétés des QD avec celles des fluorophores
classiques

Selon Resch-Genger et al.,[86] un fluorophore approprié doit répondre à un

certain nombre d’exigences. Il doit entre autres être :

- facilement excitable et détectable blabla blabla blabla blabla blabla blabla

sans excitation simultanée de la matrice biologique

- brillant blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla

c’est à dire posséder un coefficient d’absorption molaire et un rendement

quantique de fluorescence élevés à la longueur d’onde d’excitation choisi

- soluble blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla

dans les tampons et tous milieux biologiques pertinents

- stable blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla

dans les conditions d’utilisation (pH, température, sels) et à la dégradation

photo-chimique

- fonctionnalisé blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla

pour réagir avec un site spécifique

- capable de supporter le multiplexage et l’amplification de son signal pour pour

pour obtenir le maximum d’informations

blabla

Comme indiqué dans le Tableau 1.3, les QD présentent de nombreux avan-

tages comme une importante photo-stabilité, une durée de vie jusqu’à 100 fois

plus élevée que les fluorophores organiques, et une solubilité facilement ajus-

table en fonction des ligands utilisés. De plus, il est plus facile de choisir une

longueur d’onde d’excitation ayant un effet minime sur l’environnement grâce

au spectre d’absorption large.[86] Enfin, une détection multiple et un ciblage

peuvent être réalisés simultanément si une ou plusieurs biomolécules distinctes

de fonctionnalités différentes sont couplées à un même QD.
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Tableau 1.3 – Comparaison des propriétés des QD avec celles des fluorophores
organiques.[86]

Propriétés Fluorophores organiques blablabla QD

Spectre d’absorption Bandes discrètes Augmentation constante
vers la zone d’UV

Coefficient blabla
d’absorption molaire

2,5.104− blablabla
2,5.105 mol−1.cm−1

105−106 mol−1.cm−1 pour
le 1er pic excitonique

Spectre d’émission Asymétrique Symétrique
ΦF 0,55 – 1,05 (visible) etblal

0,05 – 0,25 (proche IR)
0,10– 0,80 (visible) etblal
0,20– 0,70 (proche IR)

Temps de vie de la
fluorescence

1−10 ns, Décroissance
mono-exponentielle

10−100 ns, Décroissance
multi-exponentielle

Solubilité et blabla
dispersibilité

Contrôle par motif de bla
substitution

Contrôle par ligands

Liaison à des blabla
biomolécules

Avec des groupes blabla
fonctionnels (Plusieurs
fluorophores pour une
seule biomolécule)

Avec la chimie des blabla
ligands (Plusieurs blabla
biomolécules pour un seul
QD )

Taille ≈ 0,5 nm 1−10 nm
Stabilité thermique Dépend du type blablabla

de fluorophore
Haute (dépend de la bla
coquille et des ligands)

Stabilité blablablabla
photochimique

Suffisante pour des blabla
applications en visible

Haute en visible et en
proche IR

Toxicité Très variable Encore peu connu
Reproductibilité bla
(propriétés optiques
et chimiques)

Bonne (Structures blabla
commerciales)

Limité par les structures
complexes (Peu de blabla
systèmes commerciaux)

Multiplexage spectral 4 couleurs maximum 5 couleurs
Multiplexage à temps
de vie

Possible Possible entre QD et bla
fluorophores organiques

Amplification du bla
signal

Techniques décrites Pas encore démontré
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1.3.3 Synthèses des QD

1.3.3.1 Synthèse, croissance et stabilisation d’un QD

Les QD faisant partie de la famille des cristaux, leurs synthèses suivent

les principes de nucléation et de croissance associés à ce type de matériau. La

formation de cristaux (massifs ou nanométriques) consiste en un processus de

précipitation d’une phase solide dans un solvant. Ce processus comporte une

étape de nucléation suivie par plusieurs étapes de croissance des particules et se

termine par une maturation (Figure 1.15).

Figure 1.15 – Schéma de la formation des QD.

Étape I Saturation Cette première étape consiste à saturer la solution en semi-

conducteurs (Ici Cd et Se). Deux méthodes sont possibles : une dissolution à

température élevée des réactifs suivie d’un refroidissement ou une addition

de réactifs en quantité supérieure au seuil de nucléation.

Étape II Nucléation Elle correspond à la formation des premiers germes de

nanoparticules.

Étape III Croissance et Nucléation Elle débute immédiatement après la forma-

tion des germes. Durant cette étape, la solution est encore saturée. La

croissance consiste en l’addition successive d’espèces en solution à la sur-

face des particules qui permettent leur développement (ajout de couches

successives sur la nanoparticule). En parallèle, la nucléation continue (for-

mation d’autres germes).

Étape IV Croissance Lorsque la concentration du soluté passe sous le seuil de

nucléation, la nucléation s’arrête. Les particules continuent leur développe-

ment par addition jusqu’à atteindre un équilibre entre les concentrations
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des espèces précipitées.

Étape V Maturation d’Ostwald Lorsque les concentrations en réactifs passent

sous le seuil de précipitation, les espèces restées en solution ne participent

plus à la croissance mais les plus petites particules vont se dissoudre

à nouveau en faveur du développement des plus importantes. C’est un

processus spontané thermodynamiquement favorable. Ces particules ont

un rapport surface/volume beaucoup plus faible que celles de petites

tailles. Elles vont être moins déstabilisées par les atomes de surface. Plus

la particule est imposante, plus sa structure est stable et plus son état

énergétique sera faible.[110]

Étape V’ facultative Croissance secondaire Parfois, une particule stable se com-

bine avec un germe instable. Cette croissance par agrégation de plusieurs

particules est appelée croissance secondaire.

Par ailleurs, les particules sont cinétiquement instables à cause de leurs

dimensions nanométriques et doivent donc être stabilisées. Dans le cas des QD,

ce sont des ligands qui servent d’agents de protection de surface. Le choix de

ces derniers est primordial car ils déterminent la solubilité et la dispersion de la

particule dans un solvant donné. De plus, ils empêchent les agglomérations en

formant une barrière énergétique qui bloquent les attractions de Van der Waals

et les attractions magnétiques.

Deux types d’interactions ligand/particule existent :

fortes stabilisation forte (exemple : ligand soufré - Cadmium)

faibles stabilisation faible mais permet des modifications de ligands et donc

des propriétés (exemple : ligand oxydé - Cadmium)

Par ailleurs, il est important d’avoir un échantillon le plus monodispersé

possible (Section 1.3.2.3). Pour répondre à ce critère, la période de nucléation

doit être la plus courte possible et être suivie d’une croissance lente[111] ce qui

implique une mise en contact très rapide des réactifs dans le milieu réactionnel.

Cette injection va amener brutalement les concentrations de réactifs au dessus

de la limite de solubilité et favoriser la nucléation. Toutefois, il est très important

de pouvoir contrôler la dispersion de taille pour un échantillon aux propriétés

homogènes.
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1.3.3.2 Voies de synthèses

Il existe principalement deux types de synthèses chimiques de QD. Le pre-

mier, dit « synthèse organométallique », permet d’obtenir des composés organo-

solubles. Le second, appelé « synthèse en milieu aqueux », donne des composés

hydrosolubles. Ces synthèses en phase liquide monophasique sont utilisées pour

obtenir des échantillons mono-dispersés dont la taille est contrôlée. Pour cela,

des paramètres réactionnels comme le choix du ligand, la température, le temps,

le pH ou encore le solvant doivent être maîtrisés.

1.3.3.2.1 Synthèse organométallique

La première synthèse efficace de QD a été publiée par Murray et al.[112] et

présente une synthèse contrôlée de CdS, CdSe et CdTe . Elle a permis, pour la

première fois, d’obtenir des nanocristaux avec une faible dispersion de taille et

de bonnes propriétés photophysiques grâce à l’utilisation de ligands. Depuis

des méthodes similaires ont été développées pour des QD comportant d’autres

éléments (InP,[113] PbSe[114]).

Les synthèses de QD à base de CdSe ont particulièrement été étudiées car

ce type de QD couvre une plage très large d’émission.[101] Elles consistent à

injecter rapidement et à haute température (environ 150 ° C à 360 °C) des

précurseurs de sélénium dans une solution de cadmium. Le solvant étant un

coordinant organique, il joue à la fois le rôle de solvant réactionnel et de ligand

stabilisateur. Généralement, c’est un mélange d’alkylphosphines à longue chaîne

(exemple trioctylphosphine (TOP)), d’oxydes d’alkylphosphines (exemple : oxyde

de trioctylphosphine (TOPO)) et parfois d’alkylamines (exemple : hexadécyla-

mine (HDA)). L’utilisation d’oxyde d’alkylphosphine avec une chaîne plus courte

favorise une croissance accélérée. À température élevée (230°C pour l’oxyde de

tributylphosphine), il devient alors difficile de maîtriser le diamètre des QD.

Les QD sont généralement dispersés à l’issue de la synthèse dans un solvant

organique tel que le butanol, l’hexane, le toluène ou le chloroforme.

Un anti-solvant plus polaire que le solvant de stockage est ensuite utilisé

(méthanol ou acétone) afin d’éliminer l’excès de ligands organiques et agir

comme un sélecteur de taille. Ainsi, son addition augmente la polarité moyenne



1.3. Les Quantum Dots (QD) 38

du mélange et le revêtement d’oxyde d’alkylphosphine perd sa fonction de

stabilisant stérique. Les QD de grande taille, soumis aux forces d’attraction

de Van der Waals, commencent à s’agréger puis à précipiter alors que les

QD de plus petites tailles resteront en solution dans le surnageant. Moduler le

rapport volumique solvant/anti-solvant facilitera ainsi l’obtention de la fraction

de taille souhaitée. En exemple, l’hexadécylamine est utilisée à la fois comme

solvant de coordination durant la synthèse et comme sélecteur de taille.[115] Son

rapport volumique avec l’oxyde de tri-n-octylphosphine influence les étapes de

nucléation et de croissance conduisant à des dispersions de plus faible taille.

L’échantillon est d’autant plus monodispersé que l’opération est reconduite. En

contrepartie, une diminution du rendement quantique et de la solubilité des

QD peut être observée.[116]

Au cours de la synthèse du cœur de semi-conducteurs, de nombreux pa-

ramètres influencent la structure du QD et donc ses propriétés. Des études

indiquent que la température ainsi que le rapport entre les précurseurs de cad-

mium et de sélénium affecteraient à la fois la taille moyenne des particules et la

distribution de taille de l’échantillon.[117] Une diminution de ce rapport Cd/Se

favoriserait également une croissance des nanocristaux en forme allongée.[118]

Cette synthèse organométallique utilise des solvants coordinants, composés

toxiques, chers, nocifs, pyrophoriques et explosifs.[111] Des méthodes alterna-

tives sans phosphine ont donc été développées en employant des solvants non-

coordinants (alcanes ou alcènes à longue chaîne comme le 1-octadécène)[119] ou

des mélanges complexes comme les paraffines liquides.[120] Contrairement aux

solvants coordinants, ces solvants ne servent pas de ligands et le contrôle de la

croissance et de la taille est réalisé par un changement de type et de concentra-

tion de ligands. En parallèle, Talapin et al.[115] ont introduit un composant de

coordination supplémentaire (l’hexadécylamine) pour réduire la distribution de

taille lors de la croissance des particules.

Dans l’ensemble des cas, la synthèse organométallique permet d’obtenir les

paramètres optimaux pour tout type de QD grâce au panel de précurseurs,

et de solvants organiques coordinants ou non. Sa polyvalence fait qu’elle est

très répandue et est, de plus, toujours étudiée. Mais l’utilisation de ligands

hydrophobes rend plus difficile leur utilisation en biologie rendant nécessaire
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une étape supplémentaire afin de les disperser en milieu aqueux (Section 1.3.3.3).

Des synthèses alternatives dites hydrothermales permettent d’éviter cette

étape additionnelle en préparant des QD directement solubles en phase aqueuse.

1.3.3.2.2 Synthèse en milieu aqueux

Ces synthèses sont réalisées dans l’eau avec des ligands hydrosolubles devant

présenter les propriétés suivantes :

— stabiliser le système,

— résister au photoblanchiment,

— posséder des fonctionnalisations,

— faciliter l’obtention de petites tailles de QD.

Dans ce type de synthèse, la dispersion des QD dans le milieu aqueux peut

être obtenue, soit par stabilisation électrostatique par échange entre ligands

chargés de faible chaîne hydrocarbonée, soit par stabilisation stérique avec des

polymères.[86] Dans le premier cas, les structures de QD (cœur/coquille/ligands)

peuvent être de petites tailles mais ils ont tendance à s’agréger dans les tampons

à force ionique élevée et sont très sensibles au changement de pH. De plus,

la présence de charges favorise la formation de liaisons non spécifiques avec

la matrice. Dans le deuxième cas, l’absence de charges permet l’utilisation de

tampon et les changements de pH mais la présence des polymères volumineux

augmente fortement la taille totale du système rendant plus difficile son ab-

sorption cellulaire. Il n’y a donc pas de ligand « idéal » pour les applications

biologiques.

En 1998, Bruchez Jr. et al.[100] ont utilisé de la silice pour rendre des QD de

CdSe/CdS solubles dans l’eau, tandis que les équipes de Chan et Nie ont utilisé

des ligands thiolés (l’acide mercaptoacétique[99]) sur des QD CdSe/ZnS en se

basant de l’affinité entre le thiol et le zinc. Ces ligands forment des liaisons cova-

lentes avec la surface des semi-conducteurs. L’inconvénient de ces techniques

porte sur les conditions standards de pression et de température d’ébullition

de l’eau qui fait que les QD obtenus sont couramment peu cristallins et pos-

sèdent une forte dispersion de taille qui peut nécessiter une étape de séparation

(Section 1.3.3.2.1).
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1.3.3.2.3 Synthèses alternatives

Afin d’améliorer les propriétés des QD hydrosolubles, des synthèses en milieu

aqueux ont été mises au point à plus haute température en utilisant notamment

des autoclaves. Ces synthèses « hydrothermale » permettent d’augmenter la ciné-

tique de formation et la cristallinité des QD. Ainsi, les rendements quantiques

sont améliorés et les échantillons sont moins dispersés.[121]

De même, la Synthèse organique assistée par micro-onde ou Microwave

Assisted Organic Synthesis (MAOS) en phase aqueuse[122] a permis d’améliorer

la cinétique de croissance, la monodispersité et le rendement quantique. En

effet, la chaleur homogène au sein du milieu permet une croissance des QD plus

régulière.[122]

Dans le cas de ces méthodes alternatives (hydrothermale ou Synthèse or-

ganique assistée par micro-onde ou Microwave Assisted Organic Synthesis

(MAOS)), la possibilité de monter en température par rapport à un reflux aqueux

« classique » permet une hydrolyse partielle des ligands thiolés.[123] Le soufre

libéré s’incorpore alors dans les mailles de CdSe ou dans les sites vacants de sélé-

nium faisant apparaitre un alliage de type CdSe/CdS (pour le cas de CdSe).[124]

La présence du soufre modifiant la structure électronique du cœur, la bande

interdite résultante va en être affectée et le QD final absorbera et émettra dans

la zone du rouge/proche Infrarouge (IR).[123]
Bailey et Nie

[125] ont obtenu des

alliages CdSeTe homogène ou avec cœur plus riche en tellure selon les rapports

de précurseurs utilisés.

Enfin, les techniques sonochimiques permettent d’obtenir des QD organo-

solubles ou hydrosolubles. Murcia et al.[126] ont mis en évidence un meilleur

contrôle de la croissance avec des températures de réaction significativement

plus faibles que lors des synthèses thermiques et des rendements quantiques de

fluorescence plus importants.[126]

Selon le type de QD choisi (organosoluble ou hydrosoluble), différentes ap-

proches sont possibles. Dans le premier cas, des solvants organiques à haut

point d’ébullition (octadécane) sont utilisés pour solubiliser les précurseurs

puis dilués avec un solvant à faible point d’ébullition (toluène) pour les rendre

moins visqueux. Durant la synthèse, la nébullisation du solvant à bas point
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d’ébullition concentre les précurseurs dans le mélange organique à haut point

d’ébullition favorisant la formation des nanoparticules.[127] Les avantages ma-

jeurs de cette technique sont sa reproductibilité et sa rapidité par rapport à la

synthèse organométallique ainsi que la formation d’alliages.[128]

Dans le cas de solutions aqueuses, le mécanisme de formation des QD reste

similaire. Les réactions sonochimiques s’effectuent à l’intérieur des bulles de

cavitation pour les molécules volatiles et à l’interface pour celles à plus haute

température d’ébullition. Les précurseurs de QD étant moins volatiles que l’eau,

ils se concentrent donc à l’interface pour réagir entre eux.[129]

Pour ces trois types de synthèses alternatives en milieu aqueux, plusieurs

ligands soufrés fonctionnalisés par un acide carboxylique (acide mercaptopro-

pionique[130]), par une amine (cystéamine[131]) ou encore par un alcool (mercapto-

éthanol[132]) sont référencés. Cependant, ces QD ont une durée de conservation

très courte (généralement moins d’une semaine) en raison de la faible liaison

entre le mono-thiol et la couche externe du QD.[133] L’ajout de chaîne hydrocar-

bonée plus longue (acide mercaptoundecanoïque[134]) ou l’ajout des ligands en

excès[135] permet d’améliorer ce temps de conservation. Suite à cela, Mattoussi

et al.[136] ont mis au point des QD avec l’acide dihydrolipoïque (DHLA) à base

de thiol allongeant leur durée de conservation à 1 ou 2 ans. Néanmoins, le ren-

dement quantique est diminué en raison de la densité plus faible sur la surface

des nanocristaux.

Pour augmenter ce rendement, des travaux de fonctionnalisation ont été

réalisés pour former des polymères amphiphiles[137] ou à base de siloxane[138]

qui vont par la suite être encapsulés. En contrepartie, la taille totale augmente

considérablement.

1.3.3.2.4 Synthèse d’une coquille

La synthèse du cœur peut être suivie par celle d’une ou plusieurs coquilles

de semi-conducteur selon l’une des deux méthodes existant actuellement.

La première, très utilisée avec les cœurs de CdSe, est appelée méthode à

croissance au goutte-à-goutte. Comme son nom l’indique, elle consiste à injecter

au goutte-à-goutte la solution des précurseurs de la coquille à une température
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réactionnelle légèrement inférieure à celle du cœur, évitant la nucléation de

ces nouveaux éléments. L’inconvénient principal de cette méthode est la perte

possible de la monodispersité.[139]

Le QD de type cœur/coquille le plus commun est CdSe/ZnS[89] dont la co-

quille de ZnS a été obtenue à l’origine par injection d’un mélange de diéthylzinc

et hexaméthyldisilathiane à haute température (entre 140 et 220°C selon la taille

du cœur[140]).

La seconde méthode, appelée protocole de croissance « Successive Ion Layer

Adsorption and Reaction (SILAR) » permet de conserver la monodispersité grâce

à une croissance plus homogène. Il consiste à construire la coquille par l’ajout de

monocouches successives[141] et non plus par injection continue comme précé-

demment. Les cations et les anions sont ajoutés alternativement pour former une

à une chacune des monocouches jusqu’à avoir l’épaisseur voulue et entrecoupées

de temps de pause. Ce système permet d’avoir de bons rendements quantiques

de fluorescence et une bonne résistance à l’échange de ligands (Section 1.3.3.3.1).

1.3.3.3 Dispersion des QD hydrophobes en milieu aqueux

1.3.3.3.1 Échange de ligand à la surface des QD

La stratégie d’échange de ligand, comme son nom l’indique, consiste à sub-

stituer les ligands hydrophobes du QD par d’autres ligands comportant une

fonction d’ancrage (par exemple un thiol) et une fonctionnalisation hydrophile.

Une variante consiste à modifier le ligand hydrophobe pour le rendre hy-

drophile après la formation du QD comme la silylation de surface avec pour

exemple, un ligand de type mercaptotriméthoxysilane. Puis, dans une seconde

étape, les méthoxysilanes sont hydrolysés en silanol afin d’obtenir des siloxanes.

Ces derniers forment alors une coquille stable et soluble en phase aqueuse qui

permet la dispersion des QD dans le milieu.[138]

Ces méthodes sont peu utilisées par rapport à la synthèse hydrothermale

qui donne un meilleur rendement quantique de fluorescence pour le même

QD. Cette baisse de fluorescence est liée à la polarité du solvant aqueux et

à l’augmentation de la fragilité de la surface du QD du au déplacement des

ligands.[142]
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1.3.3.3.2 Encapsulation des QD hydrophobes

La méthode d’encapsulation du QD (ligand compris) avec une coque orga-

nique permet également de faire passer les QD hydrophobes en solution aqueuse.

Cette stratégie peut s’effectuer de deux manières : soit par l’utilisation de na-

nosphères de silice,[143] soit par l’introduction de molécules amphiphiles.[144]

Ainsi, les propriétés initiales des QD sont conservées puisque la structure n’est

pas altérée.

Pour incorporer des QD dans des nanosphères de silice, les QD sont mis en

réaction avec l’orthosilicate de tétraéthyle (TEOS) puis hydrolysées dans des

conditions douces et contrôlées afin de former des nanosphères de silice enrobant

les QD, selon la méthode de Stober.[143] Ainsi, les QD sont parfaitement isolés

du milieu aqueux et ont de meilleures propriétés optiques que les QD initiaux.

En général, une nanosphère contient plusieurs QD.

La deuxième stratégie d’encapsulation emploie des molécules amphiphiles

afin de former des micelles (Figure 1.16).

Figure 1.16 – Schéma d’un QD cœur/coquille hydrophobe encapsulé dans une
micelle.

Ainsi, les chaînes alkyles forment des liaisons de Van der Waals avec les

ligands hydrophobes (exemple : TOP ou TOPO) et la tête polaire permet la for-

mation de micelles dispersables en milieu aqueux. Des oligomères amphiphiles

peuvent être utilisés car ils sont capables de former une couche organique épaisse

très réticulée permettant ainsi une très bonne passivation de la surface des QD et
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une stabilité du système sur une plus large plage de pH. Le problème principal

de ces techniques avec tensioactifs ou oligomères réside dans la taille finale du

système suite à l’encapsulation. Des molécules amphiphiles plus complexes per-

mettent également de garder les propriétés du QD en limitant l’augmentation du

diamètre des nano-objets (exemple : phosphoglycérolipides[145]). Actuellement

les phospholipides sont les plus intéressants puisqu’ils permettent également de

diminuer les interactions non spécifiques grâce à leur forte densité.

1.3.3.4 Fonctionnalisation

Comme détaillé précédemment (Sections 1.3.3.2.1 et 1.3.3.2.2), le choix du

ligand dépend directement de la méthode de synthèse choisie et doit également

être adapté aux applications visées. Il contrôle en effet les propriétés de disper-

sion du QD et gouverne, de par sa nature chimique, le type de greffage sur une

structure annexe au QD.

Le ligand est généralement composé de trois parties distinctes (Figure 1.17).

La première (F1) correspond à la fonction d’ancrage qui assure la liaison QD/

ligand. C’est traditionnellement un oxyde de phosphine pour les synthèses

organométalliques ou un thiol pour les synthèses hydrothermales.

Le deuxième élément du ligand est un espaceur composé le plus souvent

d’une chaine aliphatique ou aromatique permettant d’adapter la taille du ligand.

Enfin, la seconde extrémité comporte une fonction (F2) qui assure à la fois la

dispersion dans le solvant spécifique désiré et le greffage du QD sur une structure

distincte. Cette fonction correspond majoritairement à un acide carboxylique,

une amine ou un alcool.

Figure 1.17 – Schéma d’un ligand de QD en vu d’une fonctionnalisation.
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En biologie, le QD est souvent fonctionnalisé par des anticorps, des protéines

ou des peptides afin d’obtenir une reconnaissance de la structure ciblée. Deux

types de liaison entre le QD et la cible peuvent exister. Pour des QD préala-

blement chargés durant leur synthèse avec pour exemple des acides amines

protonés, des interactions électrostatiques sont créées pour former des liaisons

non-covalentes avec des composés également chargés.[146] Une autre stratégie

consiste à utiliser des biomolécules (protéines) qui ont des affinités avec les

semi-conducteur du QD (ex : acide carboxylique avec cadmium et zinc[147]).

Les QD peuvent également former des liaisons covalentes. Pour cela, ils sont

généralement fonctionnalisés par des carboxylates se complexant avec les amines

de la biomolécule.

1.3.4 Techniques de caractérisation et quantification

Pour caractériser un échantillon de QD, plusieurs paramètres doivent être

déterminés (taille, forme et structures internes de chaque couche).

1.3.4.1 Détermination du diamètre du cœur et de la concentration de la so-
lution par spectroscopie UV

1.3.4.1.1 Détermination du diamètre du cœur à partir du spectre d’absorp-
tion

La longueur d’onde du premier pic excitonique visualisée sur le spectre

d’absorption permet d’accéder, par calcul, au diamètre du cœur. En effet, d’après

Yu et al.,[148] le diamètre D d’un cœur de QD de CdSe peut être exprimé par

une fonction polynomiale empirique et ne peut donc être utilisée que pour des

diamètres de 1 à 9 nm (Équation 1.6).

D =+l(1,6122× 10−9)λ4
max − (2,6575× 10−6)λ3

max

+ (1,6242× 10−3)λ2
max − (0,4277)λmax + 41,57

Équation 1.6 – Calcul du diamètre D du cœur de CdSe à partir de λmax du pic
exitonique.
Avec D le diamètre en nm,
λmax la longueur d’onde en nm du premier pic excitonique.
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1.3.4.1.2 Détermination du coefficient d’extinction molaire à partir du spec-
tre d’absorption

Ces travaux[148] ont également déterminé que le coefficient d’extinction mo-

laire ε des solutions de CdSe dépend de la taille des QD suivant l’Équation 1.7.

En revanche, il n’est pas influencé par la nature des ligands, le rendement quan-

tique ou les résidus de synthèses. Là aussi, la validité de cette équation empirique

impose que la gamme étudiée soit de 1 à 7 nm.

ε = 5857D2,65

Équation 1.7 – Calcul du coefficient d’extinction molaire ε en fonction du dia-
mètre D du cœur de CdSe.
Avec ε le coefficient d’extinction molaire en cm−1. M−1,
D le diamètre en nm.

1.3.4.1.3 Détermination de la concentration de la solution à partir du spec-
tre d’absorption

Enfin, selon la loi de Beer-Lambert, l’absorbance A au seuil d’absorption (ici

du premier pic excitonique) et le coefficient d’extinction molaire ε sont liés à la

concentration de la solution avec l’Équation 1.8. Elle ne dépend que du cœur de

semi-conducteur.

C =
A.λmax
ε.l

Équation 1.8 – Calcul de la concentration à partir du spectre d’absorption.
Avec C la concentration molaire en M,
A l’abondance au niveau de λmax,
ε le coefficient d’extinction molaire en cm−1. M−1,
l la longueur du chemin optique en cm.
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1.3.4.2 Techniques de caractérisation structurale

La Diffraction des Rayons X (DRX), la Microscopie Électronique en Transmis-

sion (TEM) ou encore la Diffusion dynamique de la lumière (DLS) permettent

d’accéder à des caractéristiques physico-chimique complémentaires à savoir la

structure cristalline, la forme ou le diamètre de la nanoparticule. De même, des

analyses par Spectrométrie d’émission atomique à plasma à couplage inductif

(ICP-AES) ou RMN vont préciser les natures des composés inorganiques (cœur

et coquille) et organiques (ligands) (Tableau 1.4).

Tableau 1.4 – Méthodes permettant de caractériser les QD.

Méthode Caractérisation

DRX Structure cristalline
TEM Diamètre, Forme, Structure cristalline
DLS Diamètre hydrodynamique

ICP-AES Composition en semi-conducteurs
RMN Nature des ligands organiques

1.3.5 Applications des QD

De nombreuses applications font appel aujourd’hui aux QD.

La plus connue du grand public concerne les diodes électroluminescentes

(LED). Lin et al.[149] ont ainsi associé des QD de CdSe/CdS/ZnS émettant dans

le vert et le rouge avec des copeaux de GaN émettant dans le bleu conduisant

aux LED utilisés dans les télévisions 4K et 8K.

En recherche, les QD peuvent également servir de capteurs au travers de

systèmes considérés comme des « puces de détection » contenant un mélange

de QD spécifiques à différentes molécules. Dans ces systèmes, la longueur

d’onde d’excitation reste identique mais les longueurs d’onde d’émissions sont

spécifiques.[150]

L’intérêt majeur des QD est l’adaptabilité aux applications biologiques et

en particulier à l’imagerie médicale ainsi qu’à la détection de biomolécules. De

nombreuses études in vitro et in vivo ont permis de marquer des cellules afin

de les localiser et les suivre jusqu’aux sites spécifiques désirés.[151]
Akerman et
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al.[152] ont montré qu’un QD-peptide pouvait être délivré sur un site particulier

en étant guidé par la séquence du peptide.

L’utilisation des QD à des fins d’analyse de l’histamine n’est apparue qu’en

2017 dans les travaux de deux équipes distinctes.

Wang et al.[153] ont développé un capteur comportant un polymère imprégné

de QD de CdSe/ZnS et stabilisés par interactions électrostatiques avec un liquide

ionique (Figure 1.18). Lors de la mise en contact avec l’histamine, des liaisons

hydrogènes se créent corrigeant ainsi les défauts de surface du QD et conduisant

à une importante augmentation l’intensité de la fluorescence. Cette méthode

permet une quantification de l’histamine pour des concentrations entre 0,45

et 2,25 mmol/L et possède une limite de détection à 0,11 mmol/L. En outre, la

méthode a montré une bonne sensibilité lors de l’analyse de l’histamine d’échan-

tillons dopés de conserves de poisson.

Figure 1.18 – Représentation schématique du capteur réalisé par Wang et al.

Durant la même année, Khan et al.[154] ont réalisé un capteur d’histamine com-

posé de QD stabilisés par de l’acide thioglycolique basée sur la diminution de

la fluorescence du QD en présence d’histamine (Figure 1.19). Des interactions

électrostatiques (carboxylate et amine protonée) sont générées à pH 8,0 afin de

former un complexe QD/histamine. Lors de l’excitation des QD, les électrons

des excitons sont alors piégés par l’histamine chargée diminuant ainsi la fluo-

rescence du QD. Dans des conditions expérimentales optimales, la méthode

peut détecter des niveaux d’histamine allant jusqu’à 9,6 µmol/L et quantifier
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des concentrations comprises entre 9,6 et 570 µmol/L.

Figure 1.19 – Représentation schématique du capteur réalisé par Khan et al.

Dans les deux cas, les liaisons entre le QD et l’histamine sont de type élec-

trostatique d’énergie faible et sensible au milieu d’étude. Dans notre projet,

l’introduction sur le QD d’un ligand permettant une liaison covalente avec

l’histamine est une alternative intéressante afin de s’affranchir de cet effet de

milieu.



Chapitre 2
Synthèse du 4-hydroxy-ortho-

phthalaldéhyde (4-HO-OPA)

L’objectif de ce travail doctoral est d’introduire un agent de complexation de

l’histamine sur un dispositif de QD. À l’image des systèmes de reconnaissance

à base de QD employées en biologie, le schéma de composition proposé ici est

similaire et correspond à la jonction successive d’un QD, d’un ligand et d’un

agent de complexation de l’histamine.

Ces jonctions nécessitent la présence de trois fonctions d’ancrage ; la première

F1 située entre le QD et le ligand, la seconde F2 assure la connexion entre le

ligand et l’agent de complexation et une troisième fonction F3 permet de greffer

l’agent de complexation au ligand (Figure 2.1).

Figure 2.1 – Schéma de la composition du dispositif QD/Ligand/OPA.

50
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Parmi les agents de dérivation des AB et de l’histamine en particulier, les

plus employées sont l’OPA, la fluorescamine et le chlorure de dansyle.

Le choix s’est orienté en premier lieu vers l’OPA, dialdéhyde benzénique,

dont la fonctionnalisation (F3) semblait accessible.

O

O

O

O

O

O

N

SO2Cl

OPA Fluorescamine Chlorure de dansyl

Figure 2.2 – Formule semi-développée de l’OPA, de la fluorescamine et du
chlorure de dansyl.

Les dérivés d’OPA cités dans la littérature correspondent essentiellement à

une fonctionnalisation en position 4 (Section 1.2.1), comme en témoigne l’exis-

tence des 4-halogéno-OPA,[69,70] le 4-nitro-OPA,[70] du 4-méthoxy-OPA[72,73] et

du 4-hydroxy-OPA.[72,74-76]

Parmi ces dérivés, le 4-hydroxy-OPA (4-HO-OPA) a été priorisé pour la

flexibilité de fonctionnalisation de sa fonction phénolique et ainsi permettre

le greffage sur le ligand. Non commercial, il existe, à ce jour, trois synthèses

référencées du 4-HO-OPA :

— La première, décrite par Khan et al.[72] en 1966, a été réalisée par broma-

tion et oxydation successives des groupements méthyles du 4-hydroxy-

ortho-xylène avec un rendement de 5 %,

— La seconde, développée en 1997 par Taylor et al.[75] décrit la formation du

4-HO-OPA en tant que produit intermédiaire et non isolé dans la synthèse

d’un agent antitumoral. Il est ainsi obtenu par réaction entre le diène de

Danishefsky et le 4,4-diéthoxybut-2-ynal,
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— La plus récente, proposée par Cao et Isaacs,[76] décline la synthèse du

4-HO-OPA en trois étapes à partir de l’alcool furfurylique. Bien qu’obtenu

avec un très faible rendement de 4 %, le 4-HO-OPA a servi de synthon de

départ à la synthèse multi-étapes de cucurbit[6]urile.

Dans le cadre de ce travail, deux des trois synthèses du 4-HO-OPA ont été

exploitées. La première correspond à une optimisation du travail de Cao et

Isaacs
[76] à partir de l’alcool furfurylique. La seconde s’inspire des synthèses de

Khan et al.[72] et de Bill et Tarbell
[155] à partir du 3,4-diméthylphénol. Enfin, la

dernière voie est issue des travaux de Singh et Khade
[156] concernant la synthèse

d’un analogue au 4-HO-OPA à savoir le 4-MO-OPA, lui même formé à partir de

l’acide 3-méthoxybenzoïque, a été exploitée.

2.1 Stratégie de synthèse selon Cao et Isaacs[76]

Décrite pour la première fois en 2012 par Cao et Isaacs,[76] cette synthèse

s’inspire de trois réactions décrites de manière distinctes[157-159] (Figure 2.3) et

donne accès au 4-HO-OPA avec un rendement global de 4 %.

OH

O

Alcool furfurylique
(1)

48 %
Étape 1

O

O

2-((prop-2-ynyloxy)méthyl)furane
(2)

l 72 %
Étape 2

OH

O

bla
4,5-dihydrobenzofuran-5-ol

(3)

Étape 30 ◦C/12h bla

OH

O

O

4-HO-OPA

a NaH/Bromure de propargyle/DMF it-BuOK/t-BuOH

a

DDQ/Dioxane

a TA/20h ireflux/une nuit

a

a 13 %

Figure 2.3 – Synthèse du 4-HO-OPA à partir de l’alcool furfurylique décrite par
Cao et Isaacs.[76]
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Une O-alkylation de l’alcool furfurylique par le bromure de propargyle

conduit à du 2-((prop-2-ynyloxy)méthyl)furane selon Martín-Matute et al..[157]

La seconde étape, décrite en 1985 par Hayakawa et al.,[158] correspond à

une isomérisation par activation thermique de l’éther propargylique en éther

allénylique. Celui-ci intervient ensuite comme entité diénophile dans un pro-

cessus de cyclisation intramoléculaire de type Diels-Alder pour conduire au

4,5-dihydrobenzofuran-5-ol (Figure 2.4).
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Figure 2.4 – Mécanisme de cyclisation de l’alcool furfurylique en 4,5-dihydro-
benzofuran-5-ol.

Enfin, la dernière étape fut adaptée des travaux de Wenkert et Khatuya
[159]

et correspond à une oxydation en présence de 2,3-dichloro-4,5-dicyanobenzo-

quinone (DDQ).

2.1.1 Étude de reproductibilité de la synthèse selon Cao et

Isaacs

Afin de tester la pertinence de cette voie de synthèse, une étude de reproduc-

tibilité a été effectuée.

En premier lieu, l’étape d’alcynation a conduit au 2-((prop-2-ynyloxy)méthyl)-

furane désiré avec un rendement de 50 %, conformément à la littérature.

Puis, la cyclisation intramoléculaire a permis d’obtenir le 4,5-dihydrobenzo-

furan-5-ol, dont l’instabilité thermique et photochimique a néanmoins constitué

un frein au développement de cette voie. Cette caractéristique, non référencée

dans les travaux de Cao et Isaacs,[76] peut toutefois être corrélée à la grande

réactivité du noyau isobenzofuranique par cycloaddition.[160]
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Enfin, la réalisation de l’étape d’oxydation a abouti à un rendement limité de

20 %. L’analyse du mélange brut par RMN 1H conduit en effet à la présence de

trois signaux non échangeables par D2O à 10-11 ppm démontrant la présence

majoritaire et non souhaitée d’OPA (commercial) en plus du 4-HO-OPA.

Suite à cette étude de reproductibilité, seule l’étape d’oxydation a été appro-

fondie dans un premier temps (Section 2.1.2).

2.1.2 Étude de reproductibilité de l’étape d’oxydation du 4,5-

dihydrobenzofuran-5-ol en 4-HO-OPA

Comme illustrée sur le Tableau 2.1, la littérature fait état de la formation

d’OPA lors de l’oxydation du 4,5-dihydrobenzofuran-5-ol avec un rapport 4-

HO-OPA/OPA qui varie en fonction de la nature de l’oxydant.[159] Une quantité

de 4-HO-OPA supérieure à celle de l’OPA est notée lors de l’emploi de dichro-

mate de pyridinium (PDC) et de dioxyde de manganèse. Le chlorochromate de

pyridinium (PCC) et le 2,3-dichloro-4,5-dicyanobenzoquinone (DDQ), quant à

eux, conduisent à un mélange (1 : 1). Enfin, dans le cas du dioxyde de sélénium

(SeO2), un rendement de 64 % en OPA est indiqué sans indication de la quantité

en 4-HO-OPA.

Afin de confirmer ces études, une sélection des oxydants a été opérée dans

chacun des trois groupes et des essais ont été menés sur : MnO2, DDQ et SeO2.

Lors des essais avec le dioxyde de sélénium, une absence de réaction (à 22 ◦C)

ou une oxydation totale (à reflux) en diacide ont été observées en contradiction

avec les travaux de Wenkert et Khatuya.[161]

En second lieu, l’emploi de MnO2 a abouti à des rendements en 4-HO-

OPA très interdépendants de la méthode d’activation de l’oxydant et a, par

ailleurs, conduit principalement à un mélange équimolaire en 4-HO-OPA/OPA.

Un troisième essai a donc été mené en présence de DDQ, réactif classé comme

libérant du cyanure d’hydrogène au contact de l’eau ou à haute température. Les

conditions de réactions ont donc été limitées aux solvants organiques anhydres

et à température ambiante (TA). Les meilleurs résultats ont permis d’aboutir à
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un rapport maximum en 4-HO-OPA/OPA de 2 à 14°C et 4 à 22°C.

Tableau 2.1 – Comparaison des ratios 4-HO-OPA/OPA lors de l’étape d’oxyda-
tion du 4,5-dihydrobenzofuran-5-ol.

OH

O

4,5-dihydrobenzofuran-5-ol

Étape 3

OH

O

O

4-HO-OPA

+
O

O

OPA

Auteur Oxydant Solvant Température
Équivalents

4-HO-OPA OPA

MnO2 Dioxane Reflux 2 1
Wenkert PCC DCM 1 -78°C et 22°C 1 1

PDC DCM -78°C et 22°C 2 1
et PDC DCM 22°C 1 4

DDQ Dioxane 22°C 1 1
Khatuya DDQ Dioxane Reflux 1 4

SeO2 Dioxane Reflux N.R.2 64 %

Ce travail

SeO2 Dioxane 22°C / 3

SeO2 Dioxane Reflux / 4

MnO2 Dioxane Reflux 15 15

DDQ Dioxane 14°C 25 15

DDQ Dioxane 22°C 45 15

1 DCM : dichlorométhane bla 4 Oxydation jusqu’à l’acide
2 Non renseigné blablablablll 5 Déterminé par RMN
3 Pas de réaction

Une étude bibliographique du mécanisme d’oxydation par le DDQ a été

menée afin d’expliquer la formation d’OPA lors de cette oxydation ; le DDQ est

un oxydant très employé en synthèse organique mais son mécanisme d’action est

toutefois peu documenté. La propriété marquante du DDQ vient de sa structure

de type quinone qui est accepteur d’hydrure.[162] Cette propriété se retrouve

dans le mécanisme réactionnel proposé par Lee-Ruff et Ablenas en 1989[163]

sur l’oxydation du (3-méthoxyprop-1-ényl)benzène (Figure 2.5).
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Figure 2.5 – Mécanisme réactionnel proposé par Lee-Ruff et Ablenas
[163] pour

la réaction d’oxydation du (3-méthoxy-1-propén-1-yl)benzène avec le DDQ.

Ce mécanisme transposé au 4,5-dihydrobenzofuran-5-ol permettrait d’ex-

pliquer l’oxydation du cycle furanique en dialdéhyde ainsi que la formation de

l’isobenzofurane (Figure 2.6).

Enfin, l’attaque basique du DDQH	 sur l’hydrogène situé en α du groupe

hydroxyle pourrait expliquer la formation d’OPA (Figure 2.7).
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Figure 2.6 – Proposition de mécanisme réactionnel pour la réaction d’oxydation
avec le DDQ.
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Figure 2.7 – Proposition de mécanisme réactionnel pour la réaction de déshy-
dratation observée lors de la réaction d’oxydation avec le DDQ.



2.1. Stratégie de synthèse selon Cao et Isaacs 58

Pour conclure, l’étude des différentes étapes de la synthèse décrite par Cao et

Isaacs
[76] montre que les rendements associés sont limités suite à l’instabilité

du 4,5-dihydrobenzofuran-5-ol, et par la présence excessive d’OPA à l’issue de

l’étape d’oxydation.

2.1.3 Synthèse optimisée du 4-HO-OPA à partir de l’alcool fur-

furylique

Une stratégie de protection de la fonction alcool du 4,5-dihydrobenzofuran-5-

ol a été menée afin de minimiser la formation non souhaitée d’OPA. Deux étapes

supplémentaires (protection et déprotection de fonction) ont été apportées à la

synthèse globale de Cao et Isaacs
[76] selon le schéma détaillé en Figure 2.8. Des

optimisations de réaction et/ou de traitements ont été également apportées sur

l’ensemble des étapes afin d’en augmenter les rendements et de faciliter l’accès

au 4-HO-OPA.

OH

O

O

4-HO-OPA

OR

O

O

4-alkoxy-OPA
OR

O

5-alkoxy-4,5-dihydrobenzofurane
blabla

blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla

blabla

OH

O

Alcool furfurylique

O

O

2-((prop-2-ynyloxy)méthyl)furane

OH

O

4,5-dihydrobenzofuran-5-ol

Figure 2.8 – Rétrosynthèse du 4-HO-OPA à partir de l’alcool furfurylique com-
portant les étapes de protection et déprotection.

2.1.3.1 Synthèse du 2-((prop-2-ynyloxy)méthyl)furane (2)

OH

O

Alcool furfurylique
(1)

NaH/Bromure de propargyle/DMF

Étape 1

O

O

2-((prop-2-ynyloxy)méthyl)furane
(2)

Figure 2.9 – Synthèse du 2-((prop-2-ynyloxy)méthyl)furane à partir de l’alcool
furfurylique.
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Une optimisation des procédés de traitements (substitution de la purification

sur colonne chromatographique par un lavage au cyclohexane) de la synthèse du

2-((prop-2-ynyloxy)méthyl)furane (2) (Figure 2.9) a permis de doubler le rende-

ment par rapport aux travaux de Cao et Isaacs la rendant ainsi quantitative.[76]

2.1.3.2 Synthèse du 4,5-dihydrobenzofuran-5-ol (3)

La seconde réaction permet d’accéder au 4,5-dihydrobenzofuran-5-ol (3),

instable thermiquement et photochimiquement (Section 2.1.1). Cette étape (syn-

thèse et traitement) doit donc être la plus rapide et efficace possible. Le composé

est obtenu en employant des conditions optimales de deux équivalents de tert-
butylate de potassium à 80 ◦C pendant 5 h. Ces conditions ont été déterminées

par suivi RMN 1H des bruts réactionnels et notamment par l’apparition d’un

système ABX caractéristique du composé (3).

Trois procédés de purification (colonne chromatographique, distillation frac-

tionnée sous vide poussée (par Kugelröhr) et colonne chromatographique flash

automatisée) ont été comparés. Le 4,5-dihydrobenzofuran-5-ol (3) a été obtenu

suite à une séparation par chromatographie flash automatisée avec un rendement

doublé par rapport à la littérature (Tableau 2.2). Il est ensuite rapidement mis

en réaction pour une étape de protection.

Tableau 2.2 – Comparaison des rendements selon les traitements associés pour
la synthèse du 4,5-dihydrobenzofuran-5-ol.

O

O

2-((prop-2-ynyloxy)méthyl)furane
(2)

t-BuOK/t-BuOH
Étape 2

OH

O

4,5-dihydrobenzofuran-5-ol
(3)

Type de purification Temps de traitement Rendement 1

Colonne chromatographique 7h 40 %
Distillation fractionnée sous vide poussée 4h 70 %

Colonne chromatographique
2h 85 %

flash automatisée
1 Rendement isolé



2.1. Stratégie de synthèse selon Cao et Isaacs 60

2.1.3.3 Synthèses des 5-alkoxy-4,5-dihydrobenzofuranes (4)

Cinq groupements protecteurs stables en condition oxydante de type acétyle,

benzyle, méthyle, tert-butyldiméthylsilane et triméthylsilane (Tableau 2.3) ont

été sélectionnées. Au vu de l’instabilité thermique et photochimique du 4,5-

dihydrobenzofuran-5-ol (3), ces fonctionnalisations ont été testées à température

ambiante et dans l’obscurité.

Tableau 2.3 – Rendements des réactions de protection du 4,5-
dihydrobenzofuran-5-ol.

OH

O

4,5-dihydrobenzofuran-5-ol
(3)

Étape 3

OR

O

5-alkoxy-4,5-dihydrobenzofurane
(4)

Entrée Protection Réactif Équivalent1 Temps Rendement2

1 Ac Ac2O 3 12 24h 95 %
2 Bn BnCl4 2 6j 10 %
3 Me MeI5 2 une nuit 95 %
4 TBDMS TBDMSCl6 1,2 une nuit 30 %
5 TMS TMSCl7 1,2 une nuit 15 %

1 Nombre d’équivalent du réacif normalisé par rapport au 4,5-dihydrobenzofuran-
5-ol
2 Rendement isolé
3 Ac2O : anhydride acétique acoo
4 BnCl : chlorure de benzyle bncl
5 MeI : iodométhane mei
6 TBDMSCl : chlorure de tert-butyldiméthylsilyle tbscl
7 TMSCl : chlorure de triméthylsilyle tmscl

Sur ces cinq synthèses de protection, seules la méthylation et l’acétylation

ont abouti à des rendements supérieurs à 90 % et ont été sélectionnées pour le

reste de l’étude (Figure 2.10).

Fait marquant, le 5-méthoxy-4,5-dihydrobenzofurane (4-a) et le 5-acétoxy-

4,5-dihydrobenzofurane (4-b) se sont révélés stables aussi bien thermiquement

que photochimiquement. Ce constat est à mettre en lien avec les propriétés de

stabilité de l’isobenzofurane.[160] En effet, la structure native de type isobenzofu-

ranique est instable alors que ses dérivés substitués en position 1 et/ou 3 par un

groupement aryle ou un groupement électroattracteur sont stables à long terme.
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OH

O

4,5-dihydrobenzofuran-5-ol
(3)

NaH/CH3I/Dioxane

Étape 3

O

O

5-méthoxy-4,5-dihydrobenzofurane
(4-a)

bla

OH

O

4,5-dihydrobenzofuran-5-ol
(3)

Ac2O/Pyridine

Étape 3

O

O

O

5-acétoxy-4,5-dihydrobenzofurane
(4-b)

Figure 2.10 – Synthèses des 5-méthoxy et 5-acétoxy-4,5-dihydrobenzofurane à
partir du 4,5-dihydrobenzofuran-5-ol.

2.1.3.4 Synthèses des 4-MO-OPA et 4-acétoxy-ortho-phthalaldéhyde (4-AcO-
OPA) (5-a et 5-b)

Pour mémoire, l’oxydation du 4,5-dihydrobenzofuran-5-ol en présence de

DDQ a donné un rapport favorable en 4-HO-OPA (Section 2.1.1). De fait, l’oxyda-

tion des 5-méthoxy-4,5-dihydrobenzofurane (4-a) et 5-acétoxy-4,5-dihydrobenzo-

furane (4-b) a été testée selon ces conditions. Les résultats obtenus sont pré-

sentés et comparés à ceux obtenus pour le 4,5-dihydrobenzofuran-5-ol dans le

Tableau 2.4.

Tableau 2.4 – Comparaison des rendements et des rapports OPA et RO-OPA
pour les réactions d’oxydation en présence et en absence d’un groupement
protecteur.

RO

O

R = CH3 : 5-méthoxy-4,5-dihydrobenzofurane (4-a)
R = CH3CO : 5-acétoxy-4,5-dihydrobenzofurane (4-b)

DDQ /Dioxane

Étape 4

OR

O

O

R = CH3 : 4-MO-OPA (5-a)
R = CH3CO : 4-AcO-OPA (5-b)

Entrée Composé de départ
Équivalents

Rendement1
OPA RO-OPA

1 4,5-dihydrobenzofuran-5-ol 1 4 21 %
2 5-acétoxy-4,5-dihydrobenzofurane 1 / /
3 5-méthoxy-4,5-dihydrobenzofurane 1 28 63 %

1 Rendement isolé

L’ajout de ces deux groupements protecteur en amont de l’étape d’oxydation

par le DDQ a abouti à deux types de résultat :
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— Lors de l’oxydation du 5-acétoxy-4,5-dihydrobenzofurane, la formation

exclusive d’OPA est observée et peut s’expliquer par le schéma réactionnel

proposé pour le mécanisme de formation d’OPA lors de l’oxydation par

le DDQ (Figure 2.6). Selon ce schéma, l’acétylation de la fonction alcool

favoriserait la réaction d’élimination procurant ainsi au groupement acétyle

un rôle d’activation de fonction plutôt que de protection de fonction. La

protection du 4,5-dihydrobenzofuran-5-ol par un groupement acétyle n’est

donc pas adaptée à l’oxydation en présence de DDQ.

— Dans le cas du 5-méthoxy-4,5-dihydrobenzofurane, l’emploi du DDQ a

abouti à un rapport 4-MO-OPA/OPA de type 28/1 pour un rendement de

63 %. Ici, le groupement méthoxy remplit pleinement son rôle de protec-

tion de fonction et minimise fortement la formation d’OPA.

En conclusion, le 4-MO-OPA (5-a) a été synthétisé avec succès par méthyla-

tion du 4,5-dihydrobenzofuran-5-ol puis oxydation en présence de DDQ. Cette

voie permet de réduire drastiquement l’apparition d’OPA en tant que sous-

produit de la réaction (Figure 2.11).

OH

O

4,5-dihydrobenzofuran-5-ol
(3)

NaH/CH3I/Dioxane

Étape 3

O

O

5-méthoxy-4,5-dihydrobenzofurane
(4-a)

DDQ/Dioxane

Étape 4

O

O

O

4-MO-OPA
(5-a))

Figure 2.11 – Synthèse du 4-MO-OPA à partir du 4,5-dihydrobenzofuran-5-ol.

2.1.3.5 Synthèse du 4-HO-OPA (6) à partir du 4-MO-OPA

Pour rappel, l’OPA en solution existe sous plusieurs formes (dialdéhyde,

monohydrate, dihémiacétal cyclique et dimère) qui ont été déterminées par

polarographie,[71] RMN 1H[68] et spectroscopie UV[68] (Section 1.2.2). La forme

dialdéhyde de l’OPA est stable en milieu organique mais se retrouve minoritaire

en milieu aqueux vis-à-vis de ses formes hydratées. Une déprotection du 4-MO-

OPA (5-a) en milieu organique sans traitement aqueux a donc été ciblée afin

de limiter le nombre de forme en présence susceptible de se disperser dans les

différentes phases.
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Parmi les travaux respectant cette condition, nous retrouvons, dans la litté-

rature, l’emploi de bromure d’hydrogène, de chlorure de lithium en présence

d’acide, d’iodure de triméthylsilyle ou encore d’acides de Brönsted en présence

de liquide ionique (Tableau 2.5). Parmi l’ensemble de ces conditions de déprotec-

tion réalisées, seules deux ont été concluantes. L’acide méthylsulfonique (MsOH)

et l’acide para-toluènesulfonique (APTS) en présence de bromure de 1-butyl-3-

methylimidazolium ([bmim]Br) ont conduit à des rendements respectifs de 75 %

et 100 %.

Tableau 2.5 – Comparaison des conditions opératoires et des rendements de
déprotections du 4-MO-OPA.

O

O

O

4-MO-OPA
(5-a)

Étape 5

OH

O

O

4-HO-OPA
(6)

Entrée Réactif Résultat Rendement1 Référence

1 TMSCl, NaI, ACN2 pas de réaction / [164]

2 LiCl, DMF3 OPA / [165]

3 LiCl, APTS, DMF OPA / [165]

4 HBr gazeux, éthanol pas de réaction / [166]

5 [bmim]Br, MsOH 4-HO-OPA 75 % [167]

6 [bmim]Br, TFA4 pas de réaction / [167]

7 [bmim]Br, APTS, ∆ 4-HO-OPA 100 % [167]

8 [bmim]Br, APTS, MAOS 4-HO-OPA 100 % [167]

1 Rendement isolé
2 ACN : acétonitrile acn
3 DMF : diméthylformamide dmf
4 TFA : acide trifluoroacétique tfa

Un rendement quantitatif a été atteint à la fois par voie thermique (24 h) et

par activation sous MAOS (30 min) dans les mêmes conditions de température

(150 ◦C) et sous vial scellé (Figure 2.12).

O

O

O

4-MO-OPA
(5-a)

BMIM Br /APTS
Étape 5

OH

O

O

4-HO-OPA
(6)

a

aa

[bmim]Br

Figure 2.12 – Synthèse optimisée du 4-HO-OPA à partir du 4-MO-OPA.
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2.1.4 Conclusion sur la voie de synthèse du 4-HO-OPA à partir

de l’alcool furfurylique

OH

O

Alcool furfurylique
(1)

NaH/Bromure de propargyle/DMF
2 h à 0 ◦C puis une nuit à TA

O

O

2-((prop-2-ynyloxy)méthyl)furane
(2)

t-BuOK/t-BuOH
5 h à reflux

OH

O

4,5-dihydrobenzofuran-5-ol
(3)

une nuit à TANaH/CH3I/Dioxane

O

O

5-méthoxy-4,5-dihydrobenzofurane
(4-a)

DDQ/Dioxane
72 h à TA

O

O

O

4-MO-OPA
(5-a)

BMIM Br /APTS
MAOS 30 min à 150 ◦C

OH

O

O

4-HO-OPA
(6)

a a

[bmim]Br

Figure 2.13 – Synthèse optimisée du 4-HO-OPA à partir de l’alcool furfurylique.

Initialement référencée par Cao et Isaacs,[76] la synthèse du 4-HO-OPA (6)
présentait un rendement de 4 % limitant de fait son emploi en tant qu’inter-

médiaire clé au sein d’une réaction multi-étapes. Cette étude démontre qu’un

rendement de 51 % (Tableau 2.6) est réalisable au travers d’une stratégie de

protection-déprotection suivie d’une optimisation des conditions d’oxydation

limitant la présence d’OPA (Figure 2.13). Par conséquent, le 4-HO-OPA apparait

à ce jour comme un synthon accessible en quantité suffisante (Tableau 2.6).[168]

Tableau 2.6 – Comparaison des rendements de la synthèse totale du 4-HO-
OPA réalisée lors de cette étude par rapport à la littérature.[76]

Étape Réactif
Rendement 1

Littérature Sans protection Actuel

1 NaH/bromure de propargyle 48 % 100 % 100 %
2 tert-butoxyde de potassium 72 % 85 % 85 %
3 NaH/CH3I / / 95 %
4 DDQ 13 % 21 % 63 %
5 [bmim]Br/APTS / /% 100 %

Rendement global 4 % 18 % 51 %
1 Rendement isolé
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2.2 Stratégie de synthèse selon Bill et Tarbell[155]

La formation de deux fonctions aldéhydiques aromatiques vicinales peut être

obtenue par bromation benzylique puis oxydation (Figure 2.14).

OH

O

O

4-HO-OPA

OH

Br

Br

Br

Br

3,4-bis(dibromométhyl)phénol

a

OH

3,4-diméthylphénol

Figure 2.14 – Rétrosynthèse du 4-HO-OPA à partir du 3,4-diméthylphénol.

Cette stratégie (Figure 2.15) a permis à Bill et Tarbell
[155] de former l’OPA (9)

à partir du 1,2-bis(dibromométhyl)benzène (8) et a été retenue comme al-

ternative intéressante. Dans ce but, une première étude à partir de l’ortho-

xylène (7), comme molécule modèle, a été effectuée avant d’être adaptée au

3,4-diméthylphénol (10).

Ortho-xylène
(7)

Br2

hν, ∆

Br

Br

Br

Br

1,2-bis(dibromométhyl)benzène
(8)

(CO2K)2

Éthanol, ∆ O

O

OPA
(9)

Figure 2.15 – Synthèse de l’OPA à partir de l’ortho-xylène décrite par Bill et
Tarbell.[155]

2.2.1 Bromation de l’ortho-xylène par du N-bromosuccinimide

(NBS)

Conformément aux travaux de Steinmann,[169] un premier essai de bromation

a été réalisé en présence de NBS et de péroxyde de benzoyle (PB). L’analyse

structurale du brut de réaction a montré la présence d’un mélange de composés

tétra (8) et dibromés (8-b) (Figure 2.16). Par réduction de la quantité de NBS à

deux équivalents, seul le composé dibromé (8-b) a été obtenu avec un rendement

de 75 %.
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Ortho-xylène
(7)

NBS/PB
∆

Br

Br

Br

Br

1,2-bis(dibromométhyl)benzène
(8)

+

Br

Br

1,2-bis(bromométhyl)benzène
(8-b)

Figure 2.16 – Synthèse du 1,2-bis(dibromométhyl)benzène à partir de l’ortho-
xylène.

2.2.2 Oxydation du 1,2-bis(bromométhyl)benzène

Le produit majoritaire issue de la bromation correspondant au 1,2-bis(bro-

mométhyl)benzène (8-b), l’oxydation ménagée des dérivés dibromés benzyliques

peut se réaliser en présence de méthénamine (également appelé hexaméthylène-

tétramine) (Figure 2.17).[170,171]

Ortho-xylène
(7)

NBS
PB

Br

Br

1,2-bis(bromométhyl)benzène
(8-b)

N
.

N

N

N

N

Acide acétique, HClcc
O

O

OPA
(9)

Figure 2.17 – Synthèse envisagée de l’OPA à partir de ortho-xylène via une
bromation.

Par translation de ce processus d’oxydation au 1,2-bis(bromométhyl)benzène ,

(8-b), une seule des deux fonctions bromées a été oxydée (Figure 2.18).

Br

Br

1,2-bis(bromométhyl)benzène
(8-b)

N
.

N

N

N

N

Acide acétique, HClcc Br

O

2-(bromométhyl)benzaldéhyde
(9-b)

Figure 2.18 – Réaction d’oxydation du 1,2-bis(bromométhyl)benzène en présence
de N-méthylmorpholine (NMM).

Ce résultat peut se comprendre à la lecture du mécanisme réactionnel (Fi-

gure 2.19). En effet, l’intermédiaire réactionnel issu de la substitution du méthé-

namine sur le dérivé bromé peut engendrer un encombrement stérique préjudi-

ciable à une seconde transformation en alpha.
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Figure 2.19 – Mécanisme réactionnel de l’oxydation d’un (halogénomé-
thyl)benzène en présence de NMM.

Dans la continuité des travaux de Khumraksa et al.,[172] des réactions d’oxy-

dation en présence de peroxyde d’hydrogène ont été testées en modifiant certains

paramètres (Tableau 2.7) et ont permis d’accéder à l’OPA (9) mais également au

2-(bromométhyl)benzaldéhyde (9-b) et à l’acide 2-formylbenzoïque (9-c).

Tableau 2.7 – Structures obtenues suite aux conditions d’oxydation par l’eau
oxygénée.

Br

Br

1,2-bis(bromométhyl)benzène
(8-b)

O

O

OPA (9)

O

Br

2-(bromométhyl)benzaldéhyde (BMB) (9-b)

OH

O

O
acide 2-formylbenzoïque (AFB) (9-c)

Entrée Réaction Synthèse Composition brute réactionnel

1 H2O2, éthanol ∆ BMB et OPA
2 H2O2, éthanol MAOS BMB et OPA
3 H2O2, TBAI1, NMM MAOS Aucune réaction
4 H2O2, [emim]Br 2, NMM MAOS BMB
5 H2O2, [emim]Br, NMM, KI MAOS OPA et AFB

1 TBAI : iodure de tétra-N-butylammonium
2 [emim]Br : bromure de 1-éthyl-3-méthylimidazolium
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Deux conditions de synthèses ont été conservées : eau oxygénée/éthanol et

eau oxygénée/bromure de 1-éthyl-3-méthylimidazolium ([emim]Br) /NMM /KI.

L’OPA étant toutefois un modèle expérimental, aucune optimisation n’a été

réalisée sur cette synthèse.

2.2.3 Synthèse du 4-HO-OPA à partir du 3,4-diméthylphénol

Suite aux résultats satisfaisants sur l’ortho-xylène, nous avons transposé cette

synthèse au 3,4-diméthylphénol.

La littérature présente des exemples de synthèses de dialdéhydes fonction-

nalisés au départ de 3,5-diméthylanisole[173] et de 2-méthoxy-1,3-diméthyl-

benzène.[174] Dans ces travaux, les bromations sont effectuées sur des compo-

sés méthoxylés.[171,173,174] L’étape ultime de déprotection (Section 2.1.3.5) a été

réemployée selon les mêmes conditions (Figure 2.20).

OH

O

O

4-HO-OPA
O

O

O

4-MO-OPA

O

Br

Br

3,4-di(bromométhyl)anisole
blabla

blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla blabla

blabla

OH
3,4-diméthylphénol

O
3,4-diméthylanisole

Figure 2.20 – Rétrosynthèse du 4-HO-OPA à partir du 3,4-diméthylphénol avec
les étapes de protection et déprotection.

2.2.3.1 Synthèse du 3,4-diméthylanisole (11)

Bien que commercial, l’accès par voie thermique au 3,4-diméthylanisole (10)
a été entrepris selon les conditions de Cho

[175] d’une part et de Chen et al.[176]

d’autre part (Tableau 2.8).
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Tableau 2.8 – Comparaison des rendements de méthylation du 3,4-diméthyl-
phénol en fonction de la durée et de la température de synthèse.

OH
3,4-diméthylphénol

(10)

∆

Étape 1
O

3,4-diméthylanisole
(11)

Entrée Réactif Température Temps Rendement1

1 KOH, MeI, méthanol[175] 65 ◦C 30+45 min 5 %
2 KOH, MeI, méthanol[175] 65 ◦C 30+ une nuit 15 %
3 K2CO3, MeI, acétone[176] 60 ◦C une nuit 83 %
4 K2CO3, MeI, 18C62, acétone 130 ◦C 5 min 6 %

1 Rendement isolé
2 18C6 : 18-couronne-6

Dans la continuité, une adaptation de cette synthèse a été réalisée par acti-

vation par MAOS avec et sans catalyse à transfert de phases (Tableau 2.9). Les

rendements sont comparables à ceux obtenus par méthode thermique à savoir

85 % avec toutefois un temps de réaction divisé par deux cents (Figure 2.21). En

comparaison, la synthèse témoin sans MAOS dite "silencieuse" n’a permis qu’un

rendement de 6 %.

Tableau 2.9 – Comparaison des rendements de méthylation du 3,4-diméthyl-
phénol obtenus par activation sous MAOS en fonction de la durée et de la
température de synthèse.

OH
3,4-diméthylphénol

(10)

MAOS
Étape 1

O
3,4-diméthylanisole

(11)

Entrée Réactif Température Temps Rendement1

1 K2CO3, MeI, acétone 130 ◦C 5 min Aucune réaction
2 K2CO3, MeI, acétone 130 ◦C 20 min Aucune réaction
3 K2CO3, MeI, acétone 150 ◦C 60 min Aucune réaction
4 K2CO3, MeI, TBAB2, acétone 130 ◦C 10 min 30 %
5 K2CO3, MeI, 18C6, acétone 130 ◦C 5 min 85 %

1 Rendement isolé
2 TBAB : bromure de tétra-N-butylammonium
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OH
3,4-diméthylphénol

(10)

CH3I/K2CO3/18C6/Acétone/MAOS

Étape 1
O

3,4-diméthylanisole
(11)

Figure 2.21 – Synthèse par MAOS du 3,4-diméthylanisole à partir du 3,4-
diméthylphénol.

2.2.3.2 Synthèse du 3,4-di(bromométhyl)anisole (12)

O
3,4-diméthylanisole

(11)

Étape 2
O

Br

Br

3,4-di(bromométhyl)anisole
(12)

Figure 2.22 – Synthèse du 3,4-di(bromométhyl)anisole à partir du 3,4-diméthyl-
anisole.

La seconde étape correspond à la dibromation benzylique régiosélective

du 3,4-diméthylanisole (11) afin d’accéder au 3,4-di(bromométhyl)anisole (12)
(Figure 2.22). Une méthodologie similaire (NBS et PB dans le cyclohexane) a été

appliquée mais a cependant conduit à une plurifonctionnalisation. La première,

conforme à la littérature,[173] correspond à une bromation aliphatique en para du

groupement méthoxy. La présence du groupement bromométhyle active ensuite

la position en ortho du méthoxy conduisant à une substitution aromatique sur

le cycle benzénique. Enfin, une troisième bromation aliphatique a lieu sur le

méthyle en méta du méthoxy si la réaction n’est pas stoppée (Figure 2.23).
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NBS
PB

O

Br
NBS
PB
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Br

Br

NBSPB

O

Br

Br

Br

Figure 2.23 – Bromation du 3,4-diméthylanisole en présence de NBS et de PB.
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L’accès au 3,4-di(bromométhyl)anisole (12) n’est donc pas réalisable dans

ces conditions. Une voie photochimique a alors été envisagée pour limiter les

substitutions aromatiques.[173,174] Dans ces conditions et en présence de NBS, le

3,4-di(bromométhyl)anisole (12) a été obtenu avec succès avec un rendement de

31 % (Figure 2.24).

O
3,4-diméthylanisole

(11)

NBS/Cyclohexane/hν

Étape 2
O

Br

Br

3,4-di(bromométhyl)anisole
(12)

Figure 2.24 – Synthèse du 3,4-di(bromométhyl)anisole à partir du 3,4-diméthyl-
anisole par voie photochimique.

2.2.3.3 Synthèse du 4-MO-OPA (5-a)

L’oxydation du 3,4-di(bromo- méthyl)anisole (12) a été testée selon les condi-

tions optimales déterminées pour l’oxydation du 1,2-bis(bromométhyl)benzène

(8-b). Ici, seul le mélange eau oxygénée et éthanol a donné accès au 4-MO-

OPA (5-a) (Tableau 2.10 et Figure 2.25).

Tableau 2.10 – Comparaison des rendements obtenus pour la synthèse du 4-
MO-OPA à partir du 3,4-di(bromométhyl)anisole.

O

Br

Br

3,4-di(bromométhyl)anisole
(12)

Étape 3

O

O

O

4-MO-OPA
(5-a)

Entrée Réactif Synthèse Température Temps Rendement1

1 H2O2, éthanol ∆ 80 ◦C 15 h 45 %
2 H2O2, éthanol MAOS 130 ◦C 30 min 85 %

3
H2O2, [emim]Br,

MAOS 100 ◦C 30 min / 2
NMM, KI

1 Rendement isolé
2 2-(bromométhyl)-4-méthoxybenzaldéhyde
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Br

3,4-di(bromométhyl)anisole
(12)

H2O2/éthanol

Étape 3
O

O

O

4-MO-OPA
(5-a)

Figure 2.25 – Synthèse par MAOS du 4-MO-OPA à partir du 3,4-
di(bromométhyl)-anisole.

2.2.4 Conclusion sur la voie de synthèse du 4-HO-OPA à partir

du 3,4-diméthylphénol

Cette synthèse totale de 4-HO-OPA (6) se déroule en quatre étapes (Fi-

gure 2.26). Elle se compose de trois étapes par MAOS et d’une étape photochi-

mique pour un rendement global de 22 %. La partie limitante de cette synthèse

concerne l’irradiation photochimique car à conditions opératoires constantes,

le taux de conversion en dérivés dibromés n’est pas répétable. Une fluctuation

du degré de fonctionnalisation conduisant à une pluribromation aliphatique a

été observée sur une longue période d’utilisation du réacteur photochimique

laissant à supposer une variation de la plage d’irradiation (UV-C).

En réponse à ce problème, une réduction de la polyfonctionnalisation pour-

rait être tentée par action de la triéthylphosphite et de la N,N-diisopropyléthylamine

pour accéder au dérivé alpha dibromé.[177]
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4-MO-OPA
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BMIM Br/APTS
MAOS 30 min à 150 ◦C
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O

4-HO-OPA
(6)
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Figure 2.26 – Synthèse du 4-HO-OPA à partir du 3,4-diméthylphénol.
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2.3 Stratégie de synthèse selon Singh et Khade[156]

L’accès au 4-HO-OPA a été envisagée ici au travers de la déprotection du

4-MO-OPA dont la synthèse a été décrite dans les travaux de Singh et Khade
[156]

à partir de l’acide 3-méthoxybenzoïque (Figure 2.27).
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O COOH

Acide 3-méthoxybenzoïque

O

O

O

6-méthoxyphthalide

Figure 2.27 – Rétrosynthèse du 4-HO-OPA au départ de l’acide 3-
méthoxybenzoïque.

Le 4-MO-OPA a été obtenu par hydroxyméthylation de l’acide 3-méthoxyben-

zoïque suivie d’une lactonisation pour aboutir au 6-méthoxyphthalide. Une

réduction en présence de LiAlH4 conduit au (4-méthoxy-1,2-phénylène)dimé-

thanol qui est ensuite oxydé.

Une dernière étape de déprotection de la fonction méthoxy du 4-MO-OPA est

ensuite apportée à cette synthèse publiée par Singh et Khade
[156] pour permettre

l’accès au 4-HO-OPA.

2.3.1 Synthèse optimisée du 4-MO-OPA à partir de l’acide 3-

méthoxybenzoïque

2.3.1.1 Synthèse du 6-méthoxyphthalide (14)

Comme indiqué, la synthèse du 6-méthoxyphthalide (14) s’effectue au tra-

vers d’une hydroxyméthylation de l’acide 3-méthoxybenzoïque suivie d’une

lactonisation intramoléculaire (Figure 2.28).
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O COOH

Acide 3-méthoxybenzoïque
(13)

HCHO/HClcc
Étape 1

O

O

O

6-méthoxyphthalide
(14)

Figure 2.28 – Synthèse du 6-méthoxyphthalide selon Singh et Khade
[156] à partir

de l’acide 3-méthoxybenzoïque.

Cette synthèse a initialement été développée sur l’acide 3,4-diméthoxyben

-zoïque par Bhattacharjee et Popp
[178] dans un mélange [50 : 50] de formaldé-

hyde et d’acide chlorhydrique concentré. Transposée à l’identique par Singh et

Khade à acide 3-méthoxybenzoïque, elle ne permet toutefois pas un accès au

6-méthoxyphthalide avec un bon rendement.[156] Ce résultat s’explique par la

présence d’une seconde lactone, isomère de la première, inséparable sur colonne

de silice.[156] Durant ce travail, trois conditions opératoires ont été testées. La

présence de ces deux lactones a été confirmée par RMN 1H du brut réactionnel

(Tableau 2.11).

Tableau 2.11 – Comparaison des rendements en 6 et en 7-méthoxyphthalide ob-
tenus en fonction du solvant et de la température.

O COOH

Acide 3-méthoxybenzoïque
(13)

HCHO/HClcc

O

O

O

6-méthoxyphthalide
(14)

+

O

O

O

7-méthoxyphthalide
(14-b)

Entrée Formaldéhyde 37 % Température
Rendement1

(8) (8-b)

1 aqueux 70 ◦C 25 % 18 %
2 aqueux Reflux (100 ◦C) 37 % 20 %
3 dans méthanol (15 %) Reflux (70 ◦C) 34 % 65 %

1 Rendement brut

Pour un accès exclusif au 6-méthoxyphthalide (14), les travaux de Kamaike

et al.,[179]
Brimble et Burgess,[180]

Sperry et al.[181] et Liang et al.[73] évoquent,

en condition optimale, l’utilisation de dioxane en co-solvant pendant une durée
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de 72 h avec une température de 50 à 60 ◦C (Tableau 2.12).

Tableau 2.12 – Comparaison des rendements de 6-méthoxyphthalide obtenus
dans la littérature.

Équipe Quantité 1 Température Temps Rendement2

Kamaike et al.[179] 25 mmol 50 ◦C 72 h 80 %
Brimble et Burgess

[180] / 50 ◦C 120 h 45 %
Sperry et al.[181] 79 mmol 70 ◦C 80 h 61 %
Liang et al.[73] 100 mmol 60 ◦C 72 h 70 %

1 Quantité de matière initiale d’acide 3-méthoxybenzoïque
2 Rendement isolé

L’influence de la présence de ce co-solvant (dioxane) a donc été évaluée (Ta-

bleau 2.13) ; elle a permis d’aboutir à la même conclusion, à savoir l’obtention

exclusive du 6-méthoxyphthalide (14). Ce résultat peut s’expliquer par la forma-

tion de liaisons hydrogènes entre le co-solvant et le formaldéhyde qui, pour des

raisons d’encombrement, réagit sélectivement en para du groupement méthoxy.

Tableau 2.13 – Optimisation des conditions de la réaction de lactonisation
(temps et température).

O COOH

Acide 3-méthoxybenzoïque
(13)

HCHO/HClcc/Dioxane

Étape 1

O

O

O

6-méthoxyphthalide
(14)

Entrée Température Temps Rendement1

1 60 ◦C 15 h 34 %
2 60 ◦C 48 h 61 %
3 60 ◦C 72 h 60 %
4 70 ◦C 15 h 85 %
5 70 ◦C 48 h 39 %
6 70 ◦C 72 h 35 %
7 80 ◦C 72 h 16 %

1 Rendement isolé

Un rendement optimum à 85 % pour une température de 70 ◦C et une durée

de réaction de 15 h a été obtenu suite à l’optimisation des conditions opératoires.
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2.3.1.2 Synthèse du (4-méthoxy-1,2-phénylène)diméthanol (15)

O

O

O

6-méthoxyphthalide
(14)

LiAlH4/THF anhydre

Étape 2

O

OH

OH

(4-méthoxy-1,2-phénylène)diméthanol
(15)

Figure 2.29 – Synthèse du (4-méthoxy-1,2-phénylène)diméthanol à partir du
6-méthoxyphthalide.

Le (4-méthoxy-1,2-phénylène)diméthanol (15) est obtenu par réduction du

6-méthoxyphthalide en présence de LiAlH4 dans le tétrahydrofurane (THF) an-

hydre (Figure 2.29) selon les travaux de Liang et al..[73] Toutefois, une étude de so-

lubilité a permis d’identifier des pertes de (4-méthoxy-1,2-phénylène)diméthanol i

lors des traitements. Un lavage à l’éthanol en lieu et place du dichlorométhane

(DCM) a permis un rendement de 82 %.

2.3.1.3 Synthèse du 4-MO-OPA (5-a)

O

OH

OH

(4-méthoxy-1,2-phénylène)diméthanol
(15)

DMSO/(COCl)2/Et3N/DCM

Étape 3

O

O

O

4-MO-OPA
(5-a)

Figure 2.30 – Synthèse du 4-MO-OPA à partir du (4-méthoxy-1,2-phénylène)-
diméthanol.

La dernière étape correspond à une oxydation de Swern (Figure 2.30). Tou-

tefois, un lavage à l’éther diéthylique et non pas au DCM a été choisi lors du

traitement pour permettre un rendement de 70 %.
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2.3.2 Conclusion sur la voie de synthèse du 4-HO-OPA à partir

de l’acide 3-méthoxybenzoïque

bla

O COOH

Acide 3-méthoxybenzoïque
(13)

HCHO/HClcc/Dioxane
15 h à 70 ◦C

O

O

O

6-méthoxyphthalide
(14)

LiAlH4/THF anhydre

30 min à TA; 15 h à 80 ◦C

O

OH

OH

(4-méthoxy-1,2-phénylène)diméthanol
(15)

45 min à −78 ◦CDMSO/(COCl)2/Et3N/DCM

O

O

O

4-MO-OPA
(5-a)

BMIM Br /APTS
MAOS 30 min à 150 ◦C

OH

O

O

4-HO-OPA
(6)

a a

[bmim]Br

Figure 2.31 – Synthèse optimisée du 4-HO-OPA à partir de l’acide 3-méthoxy-
benzoïque.

Cette synthèse totale du 4-HO-OPA (6) possède un rendement global de

49 % (Figure 2.31). Malheureusement, des problèmes de répétabilité durant

la troisième étape (oxydation de Swern) ne nous ont pas permis d’avoir une

synthèse robuste. Les écarts de rendement observés sont probablement dus à

la faible solubilité à froid du (4-méthoxy-1,2-phénylène)diméthanol dans le

dichlorométhane.

2.4 Conclusion

L’étude présentée dans ce chapitre concerne la synthèse du 4-HO-OPA menée

selon trois stratégies.

La première voie permet d’obtenir le 4-MO-OPA avec un rendement global

de 51 %. Cette synthèse débute par une alcynation de l’alcool furfurylique afin

de former le 2-((prop-2-ynyloxy)méthyl)furane. Elle est suivie d’une réaction de

Diels-Alder intramoléculaire pour donner le 4,5-dihydrobenzofuran-5-ol qui est
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rapidement mis en réaction pour former le 5-méthoxy-4,5-dihydrobenzofurane.

Ce dernier est ensuite oxydé en présence de DDQ pour générer le 4-MO-OPA.

La seconde voie permet d’obtenir le 4-MO-OPA à partir du 3,4-diméthyl-

phénol avec un rendement de 22 %. La formation du 3,4-diméthylanisole suivie

d’une dibromation benzylique régiosélective permet d’accéder au 3,4-di(bromo-

méthyl)anisole. Enfin, une oxydation en présence de peroxyde d’hydrogène

fournit le 4-MO-OPA.

Enfin, la dernière synthèse est réalisée à partir de l’acide 3-méthoxyben-

zoïque avec un rendement de 49 %. La première étape correspond à une hydroxy-

méthylation suivie d’une lactonisation menant au 6-méthoxyphthalide dont la

réduction nous a conduit au (4-méthoxy-1,2-phénylène)diméthanol. Enfin, une

oxydation de Swern sur ce (4-méthoxy-1,2-phénylène)diméthanol mène au 4-

MO-OPA.

Ces trois voies de synthèse convergent toutes vers le 4-MO-OPA dont la

déprotection a été réalisée selon la même méthodologie (MAOS) afin de générer

le 4-HO-OPA.

Parmi ces trois voies de synthèse, la première issue de l’alcool furfurylique est

la plus robuste. De plus, l’optimisation réalisée dans le cadre de ce travail a

produit un rendement global de 51 % soit 10 fois supérieur à celui des travaux

de Cao et Isaacs.

Quant deux autres voies, celle développée à partir de l’acide 3-méthoxyben-

zoïque comporte une étape d’oxydation difficilement répétable. Enfin, le manque

de régiosélectivité de la bromation du 3,4-diméthylanisole en 3,4-di(bromo-

méthyl)anisole conduit à écarter la voie inspirée des travaux de Bill et Tarbell.

Néanmoins, une réflexion plus poussée devrait été portée sur le contrôle de la

régiosélectivité de cette étape de bromation car elle assurerait, en cas de réussite,

un accès extrêmement performant au 4-HO-OPA.



Section expérimentale A
Protocoles de synthèse du 4-HO-OPA

A.1 Synthèse à partir de l’alcool furfurylique

A.1.1 2-((prop-2-ynyloxy)méthyl)furane (2)

OH

O

Alcool furfurylique
(1)

NaH/Bromure de propargyle/DMF

Étape 1

O

O

2-((prop-2-ynyloxy)méthyl)furane
(2)

9,0 mL (103,8 mmol) d’alcool furfurylique est ajouté goutte à goutte à une

solution de NaH (5,0 g, 207,5 mmol) dans 100 mL de DMF à 0 ◦C. Après 90 min,

1,1 équivalent de bromure de propargyle (12,7 mL, 114,2 mmol) est introduit

goutte à goutte dans le milieu. Le mélange résultant est ensuite agité pendant

une nuit à température ambiante. Après addition d’eau, de multiples extractions

à l’éther diéthylique sont réalisées jusqu’à l’obtention d’une phase organique

incolore. Les phases organiques combinées sont ensuite lavées avec une solution

saturée de NaCl, séchées sur MgSO4 et concentrées sous pression réduite. Le

produit huileux est ensuite lavé à l’hexane pour fournir le composé (2) sous

forme d’une huile brune (14,1 g ; rendement quantitatif).

bla

RMN 1H (400 MHz; CDCl3) δ 7,40 (d, J=1,5 Hz, 1H, Harom) ; 6,35 (d, J=3,1 Hz,

1H, Harom) ; 6,33 (dd, J=3,1 et 1,5 Hz, 1H, Harom) ; 4,54 (s, 2H) ; 4,13 (d, J=2,3 Hz,

2H) ; 2,46 (t, J=2,3 Hz ; 1H).

bla

RMN 13C (101 MHz, CDCl3) δ 150,9 ; 143,2 ; 110,5 ; 110,2 ; 79,4 ; 74,9 ; 63,2 ;

56,9.

79
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A.1.2 4,5-dihydrobenzofuran-5-ol (3)

O

O

2-((prop-2-ynyloxy)méthyl)furane
(2)

t-BuOK/t-BuOH
Étape 2

OH

O

4,5-dihydrobenzofuran-5-ol
(3)

14,1 g (103,8 mmol) de 2-((prop-2-ynyloxy)méthyl)furane (2) est ajouté à une

solution de t-BuOK (23,2 g ; 207,5 mmol) dans 100 mL de t-BuOH puis chauffé

à reflux pendant 5 h. Après ajout de 100 mL d’eau, de multiples extractions

à l’éther diéthylique sont réalisées jusqu’à l’obtention d’une phase organique

incolore. Les phases organiques combinées sont ensuite lavées avec une solution

saturée de NaCl, séchées sur MgSO4 et évaporées sous vide. Le produit est

ensuite purifié par chromatographie flash en utilisant une cartouche de SiO2

(80 g) et un gradient d’hexane:acétate d’éthyle de 2:1 à 1:1 (CCM hexane:acétate

d’éthyle 2:1 Rf = 0,4). Le 4,5-dihydrobenzofuran-5-ol (3) est ainsi obtenu sous

forme d’une huile jaune (12,0 g ; 85%).

IR (ATR, cm−1) ν 3340.

RMN 1H (400 MHz; CDCl3) δ 7,31 (s, 1H, Harom) ; 7,19 (s, 1H, Harom) ; 6,51 (d,

J=9,8 Hz, 1H) ; 5,92 (dd, J=9,8 et 3,9 Hz, 1H) ; 4,49 (td, J=6,6 et 3,9 Hz, 1H) ; 2,87

(dd, J=15,7 et 6,6 Hz, 1H) ; 2,77 (dd, J=15,7 et 6,6 Hz, 1H) ; 2,03 (s, 1H).

RMN 13C (101 MHz, CDCl3) δ 138,3 ; 137,3 ; 129,7 ; 120,4 ; 119,9 ; 117,3 ; 65,5 ;

27,9.

A.1.3 5-méthoxy-4,5-dihydrobenzofurane (4-a)

OH

O

4,5-dihydrobenzofuran-5-ol
(3)

NaH/CH3I/Dioxane

Étape 3

O

O

5-méthoxy-4,5-dihydrobenzofurane
(4-a)
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3,3 g (24,3 mmol) de 4,5-dihydrobenzofuran-5-ol (3) est ajouté à une solution

de NaH (1,46 g ; 36,4 mmol) dans 20 mL de dioxane anhydre. Après 15 min,

1,8 mL (29,1 mmol) de iodométhane est additionné lentement puis la solution

résultante est agitée pendant une nuit à TA. Après addition d’eau et filtration, le

filtrat est récupéré et concentré sous pression réduite pour donner le composé

(4-a) (3,4 g ; 95%) sous la forme d’une huile orange utilisée sans purification

supplémentaire.

bla

IR (ATR,cm−1) ν 1075, 791, 586.

bla

RMN 1H (400 MHz; CDCl3) δ 7,30 (s, 1H, Harom) ; 7,18 (s, 1H, Harom), 6,55 (d,

J=9,9 Hz, 1H) ; 5,93 (dd, J=9,9 et 3,6 Hz, 1H ) ; 4,12-4,11 (m, 1H) ; 3,39 (s, 3H,

OCH3) ; 2,90 (dd, J=15,6 et 6,1 Hz, 1H), 2,76 (dd, J=15,6 et 6,1 Hz, 1H).

bla

RMN 13C (101 MHz, CDCl3) δ 137,8 ; 137,1 ; 127,6 ; 120,7 ; 120,2 ; 117,8 ; 74,2 ;

56,0 ; 24,4.

bla

HRMS-ESI (C9H11O2
+) calculé : 151,0754 [M + H+].

HRMS-ESI (C9H11O2
+) expérimental : 151,0753.

A.1.4 5-acétoxy-4,5-dihydrobenzofurane (4-b)

OH

O

4,5-dihydrobenzofuran-5-ol
(3)

Anhydride acétique/Pyridine

Étape 3

O

O

O

5-acétoxy-4,5-dihydrobenzofurane
(4-b)

Une solution composée de 4,72 g (34,7 mmol) de 4,5-dihydrobenzofuran-5-

ol (3) dans 40 mL d’anhydride acétique et 40 mL de pyridine est agitée pendant

72 h à TA. Apres concentration sous vide, la pyridine résiduelle est éliminée par

distillation azéotropique à l’aide de toluène pour donner le composé (4-b) (5,9 g ;

95%) sous la forme d’une huile jaune.

bla
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IR (ATR,cm−1) ν 1709, 1234, 1002, 748, 602.

bla

RMN 1H (400 MHz; CDCl3) δ 7,33 (s, 1H, Harom) ; 7,18 (s, 1H, Harom), 6,60 (d,

J=9,8 Hz, 1H) ; 5,84 (dd, J=9,8 et 4,1 Hz, 1H ) ; 5,52 (td, J=6,2 et 4,1 Hz, 1H) ; 2,87

(dd, J=16,2 et 6,2 Hz, 1H), 2,74 (dd, J=16,2 et 6,2 Hz, 1H) ; 1,93 (s, 3H, CH3).

bla

RMN 13C (101 MHz, CDCl3) δ 170,7 ; 138,0 ; 137,6 ; 125,1 ; 121,8 ; 120,2 ; 116,9 ;

67,7 ; 24,4 ; 21,3.

bla

HRMS-ESI (C10H11O3
+) calculé : 179,0703 [M + H+].

HRMS-ESI (C10H11O3
+) expérimental : 179,0701.

A.1.5 5-(benzyloxy)-4,5-dihydroisobenzofurane (4-c)

OH

O

4,5-dihydrobenzofuran-5-ol
(3)

NaH/BnCl/Dioxane
Étape 3 O

O

5-(benzyloxy)-4,5-dihydroisobenzofurane
(4-c)

0,15 g (1,1 mmol) de 4,5-dihydrobenzofuran-5-ol (3) est ajouté à une solution

de NaH (9 g ; 2,2 mmol) dans du dioxane anhydre (6 mL). Après 30 min, 0,26 mL

(2,2 mmol) de BnCl est additionné puis la solution résultante est agitée pendant

une nuit à TA. Après addition de 10 mL d’eau, la phase aqueuse est extraite au

DCM puis à éther diéthylique. Enfin, les phases organiques sont réunies, séchées

sur MgSO4 et concentrées sous pression réduite pour donner le composé (4-c)
(24 mg; 10%) sous la forme d’une huile brune.

bla

RMN 1H (400 MHz; CDCl3) δ 7,42 - 7,34 (m, 5H, Harom) ; 7,32 (s, 1H, Harom) ;

7,20 (s, 1H, Harom), 6,53 (d, J=9,6 Hz, 1H) ; 5,94 (dd, J=9,6 et 4,2 Hz, 1H) ; 4,59

(s, 2H) ; 4,50 (td, J=6,2 et 4,2 Hz, 1H) ; 2,96 (dd, J=16,2 et 6,2 Hz, 1H), 2,84 (dd,

J=16,2 et 6,2 Hz, 1H).
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A.1.6 tert-butyl((4,5-dihydroisobenzofuran-5-yl)oxy)diméthyl-

silane (4-d)

OH

O

4,5-dihydrobenzofuran-5-ol
(3)

Imidazole/TBDMSCl/THF
Étape 3 OSi

O

tert-butyl((4,5-dihydroisobenzo-
furan-5-yl)oxy)diméthylsilane

(4-d)

1,6 g (23,2 mmol) d’imidazole et 2,1 g (13,9 mmol) de TBDMSCl sont ajoutés

à 0 ◦C à une solution de 1,6 g (11,6 mmol) de 4,5-dihydrobenzofuran-5-ol (3)
dans du THF anhydre (50 mL). La solution résultante est agitée pendant une nuit

à TA. Après addition de 25 mL d’une solution saturée en chlorure d’ammonium,

le mélange est extrait à l’éther diéthylique. Enfin, les phases organiques sont

combinées, séchées sur MgSO4 et concentrées sous pression réduite pour donner

le composé (4-d) (0,88 g ; 30%) sous la forme d’une huile jaune.

bla

RMN 1H (400 MHz; CDCl3) δ 7,24 (s, 1H, Harom) ; 7,12 (s, 1H, Harom), 6,37 (d,

J=9,8 Hz, 1H) ; 5,75 (dd, J=9,8 et 2,9 Hz, 1H) ; 4,60 (td, J=6,3 et 2,9 Hz, 1H) ; 2,64

(dd, J=16,2 et 6,3 Hz, 1H), 2,60 (dd, J=16,2 et 6,3 Hz, 1H) ; 0,93 (s, 9H, CCH3) ;

0,12 (s, 6H, SiCH3).

A.1.7 ((4,5-dihydroisobenzofuran-5-yl)oxy)triméthylsilane

(4-e)

OH

O

4,5-dihydrobenzofuran-5-ol
(3)

Imidazole/TMSCl/THF
Étape 3 OSi

O

((4,5-dihydroisobenzofuran-5-yl)oxy)
triméthylsilane

(4-e)

1,6 g (23,2 mmol) d’imidazole et 1,8 mL (13,9 mmol) de TMSCl sont ajoutés à

0 ◦C à une solution de 1,6 g (11,6 mmol) de 4,5-dihydrobenzofuran-5-ol (3) dans

du THF anhydre (50 mL). La solution résultante est agitée pendant une nuit à

TA. Après addition de 25 mL d’une solution saturée en chlorure d’ammonium,
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le mélange est extrait à l’éther diéthylique. Enfin, les phases organiques sont

combinées, séchées sur MgSO4 et concentrées sous pression réduite pour donner

le composé (4-e) (0,37 g ; 15%) sous la forme d’une huile jaune.

bla

RMN 1H (400 MHz; CDCl3) δ 7,32 (s, 1H, Harom) ; 7,13 (s, 1H, Harom), 6,39 (d,

J=9,7 Hz, 1H) ; 5,74 (dd, J=9,7 et 3,9 Hz, 1H) ; 4,57 (td, J=6,4 et 3,9 Hz, 1H) ; 2,87

(dd, J=16,4 et 6,4 Hz, 1H), 2,81 (dd, J=16,4 et 6,4 Hz, 1H) ; 0,11 (s, 9H, CH3).

A.1.8 4-MO-OPA (5-a)

O

O

5-méthoxy-4,5-dihydrobenzofurane
(4-a)

DDQ/Dioxane

Étape 4

O

O

O

4-MO-OPA
(5-a)

3,4 g (22,7 mmol) de 5-méthoxy-4,5-dihydrobenzofurane (4-a) sont placés

dans 100 mL de dioxane anhydre. Après ajout de 10,3 g (45,3 mmol) de DDQ, le

milieu est agité à TA pendant 48 h. L’excès de DDQ est éliminé par filtration, lavé

avec du DCM puis le filtrat est concentré sous pression réduite. Le résidu obtenu

est purifié par deux chromatographies automatisées successives. La première

comporte une phase mobile à 100% de DCM (Rf = 0,9) et la seconde est réalisée

avec un mélange hexane:acétate d’éthyle (1:3) afin de séparer le 4-MO-OPA (Rf
= 0,6) de l’OPA (Rf = 0,9). Le produit brun huileux résultant est finalement

recristallisé dans l’hexane pour donner le composé (5-a) sous forme d’aiguilles

blanches (2,8 g ; 63%).

Point de fusion : 41 - 42 ◦C.

bla

IR (ATR,cm−1) ν 1710, 1690.

RMN 1H (400 MHz ; CDCl3) δ 10,67 (s, 1H) ; 10,34 (s, 1H) ; 7,94 (d, J=8,5 Hz, 1H,

Harom) ; 7,46 (d, J=2,6 Hz, 1H, Harom) ; 7,22 (dd, J=8,5 et 2,6 Hz, 1H, Harom) ; 3,95

(s, 3H, OCH3).
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RMN 13C (101 MHz, CDCl3) δ 192,0 ; 191,0 ; 163,9 ; 138,7 ; 134,6 ; 129,6 ; 118,9 ;

114,7 ; 56,0.

HRMS-ESI (C9H9O3
+) calculé : 165,0546 [M + H+].

HRMS-ESI (C9H9O3
+) expérimental : 165,0549.

A.1.9 4-HO-OPA (6)

O

O

O

4-MO-OPA
(5-a)

BMIM Br /APTS
Étape 5

OH

O

O

4-HO-OPA
(6)

a

aa

[bmim]Br

Un mélange composé de 4-MO-OPA (5-a) (200 mg ; 1,2 mmol), d’APTS (1,68 g ;

9,8 mmol) et de [bmim]Br (4,0 g ; 18,3 mmol) est placé dans un vial scellé et ir-

radié sous micro-ondes pendant 30 min à 150 ◦C sous forte agitation. Après

refroidissement, le mélange est soumis à une extraction vigoureuse à l’éther

diéthylique pendant une nuit. La phase éthérée est séparée, concentrée sous vide

pour fournir un brut de réaction qui cristallise dans l’hexane. Le composé (6)
est ensuite récupéré par filtration et se présente sous forme de cristaux jaunes

(181 mg; rendement quantitatif).

IR (KBr, cm−1) ν 3213, 2913, 2847, 1682, 1591, 1572, 1500, 1449, 1366, 1308,

1243, 1204, 1161, 1095, 973.

RMN 1H (400 MHz; diméthylsulfoxide (DMSO)) δ 11,00 (s, 1H) ; 10,49 (s, 1H) ;

10,27 (s, 1H) ; 7,92 (d, J=8,4 Hz, 1H, Harom) ; 7,26 (d, J=2,5 Hz, 1H, Harom) ; 7,17

(dd, J=8,4 et 2,5 Hz, 1H, Harom).

RMN 13C (101 MHz, DMSO) δ 193,8 ; 192,3 ; 162,8 ; 139,5 ; 134,9 ; 128,7 ; 120,4 ;

116,3.

A.1.10 4-HO-OPA (6) oxydation directe

OH

O

4,5-dihydrobenzofuran-5-ol
(3)

DDQ/Dioxane

Étape 4

OH

O

O

4-HO-OPA
(6)
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1,3 g (9,9 mmol) de 4,5-dihydrobenzofuran-5-ol (3) sont placés dans 40 mL

de dioxane anhydre. Après ajout de 3,4 g (14,8 mmol) de DDQ, le milieu est

agité à TA pendant 48 h. Âpres filtration et lavage de l’excès de DDQ au DCM,

le filtrat est récupéré puis concentré sous pression réduite. Le résidu obtenu

est purifié au moyen de deux chromatographies automatisées successives. La

première comporte une phase mobile à 100% de DCM (Rf = 0,9) et la seconde

est réalisée avec un mélange hexane:acétate d’éthyle (1:3) afin de séparer le

4-HO-OPA (Rf = 0,8) de l’OPA (Rf = 0,9). Le produit brun huileux résultant est

finalement recristallisé dans l’hexane pour donner le composé (6) sous forme de

cristaux jaunes (310 mg; 21%).

bla

IR (KBr, cm−1) ν 3213, 2913, 2847, 1682, 1591, 1572, 1500, 1449, 1366, 1308,

1243, 1204, 1161, 1095, 973.

bla

RMN 1H (400 MHz; DMSO) δ 11,00 (s, 1H) ; 10,49 (s, 1H) ; 10,27 (s, 1H) ; 7,92

(d, J=8,4 Hz, 1H, Harom) ; 7,26 (d, J=2,5 Hz, 1H, Harom) ; 7,17 (dd, J=8,4 et 2,5 Hz,

1H, Harom).

bla

RMN 13C (101 MHz, DMSO) δ 193,8 ; 192,3 ; 162,8 ; 139,5 ; 134,9 ; 128,7 ; 120,4 ;

116,3.

A.2 Synthèse à partir du 3,4-diméthylphénol

A.2.1 1,2-bis(bromométhyl)benzène (8)

ortho-xylène
(7)

NBS/PB/Cyclohexane/∆

Br

Br

1,2-bis(bromométhyl)benzène
(8)

1,1 mL (9,1 mmol) d’ortho-xylène (7) est ajouté à une solution de NBS (4,1 g ;

22,8 mmol) et PB (0,22 g ; 0,9 mmol) dans 20 mL de cyclohexane et le mélange

est chauffé à reflux pendant 6 h. Après retour à TA, la solution est filtrée puis
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évaporée. Une recristallisation dans l’éthanol fournit un solide blanc (8) (1,1 g ;

46%).

bla

IR (KBr, cm−1) ν 2939, 1610, 1504, 1455, 1161, 1122.

RMN 1H (400 MHz; CDCl3) δ 7,40 (dd, J=7,5 et 3,7 Hz, 2H, Harom) ; 7,34 (dd,

J=7,5 et 3,7 Hz, 2H, Harom) ; 4,70 (s, 4H).

bla

RMN 13C (101 MHz, CDCl3) δ 139,9 ; 126,5 ; 124,8 ; 29,9.

A.2.2 3,4-diméthylanisole (11)

OH
3,4-diméthylphénol

(10)

CH3I/K2CO3/18C6/Acétone/MAOS

Étape 1
O

3,4-diméthylanisole
(11)

1,0 g (8,2 mmol) de 3,4-diméthylphénol (10) et 1,24 g (9,0 mmol) de K2CO3

sont dissous dans 40 mL d’acétone puis introduit dans un vial. Après ajout

d’1,0 mL (16,4 mmol) d’iodométhane et de 4,76 g (18,0 mmol) de 18C6, le mé-

lange est irradié pendant 5 min à 130 ◦C. Après retour à TA, la solution est

filtrée et évaporée. Le mélange solide/huile est alors dissous dans 4 mL afin de

récupérer une huile jaune correspondant au composé (11) (0,95 g ; 85%).

bla

IR (KBr, cm−1) ν 2939, 1610, 1504, 1455, 1161, 1122.

bla

RMN 1H (400 MHz; CDCl3) δ 7,04 (d, J=8,2 Hz, 1H, Harom) ; 6,72 (d, J=2,7 Hz,

1H, Harom) ; 6,65 (dd, J=8,2 et 2,7 Hz, 1H, Harom) ; 3,78 (s, 3H) ; 2,24 (s, 3H) ; 2,20

(s, 3H, OCH3).

bla

RMN 13C (101 MHz, CDCl3) δ 157,2 ; 137,7 ; 130,3 ; 128,6 ; 115,5 ; 110,7 ; 55,2 ;

20,1 ; 18,8.
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A.2.3 3,4-di(bromométhyl)anisole (12)

bla

3,4-diméthylanisole
(11)

NBS/Cyclohexane/hν

Étape 2 Br

Br

1,2-bis(bromométhyl)benzène
(12)

1,0 g (7,35 mmol) de 3,4-diméthylanisole (11) et 2,9 g (16,3 mmol) de NBS sont

mis en solution dans 50 mL de cyclohexane puis placés dans un réacteur pho-

tochimique. Le mélange est placé en atmosphère inerte sous agitation, puis

irradié sous UV-C pendant 90 min. Après filtration du brut de réaction, le sol-

vant est évaporé sous vide. L’huile obtenue est purifiée par chromatographie

flash sur cartouche de SiO2 (25 g) avec un éluant hexane:acétate d’éthyle de 2:1

(CCM Rf = 0,8) pour fournir le 3,4-di(bromométhyl)anisole (12) sous forme

d’une huile brune (660 mg; 31%).

bla

RMN 1H (400 MHz; CDCl3) δ 7,29 (d, J=8,5 Hz, 1H, Harom) ; 6,90 (d, J=2,7 Hz,

1H, Harom) ; 6,83 (dd, J=8,5 et 2,7 Hz, 1H, Harom) ; 4,66 (s, 2H) ; 4,62 (s, 2H) ; 3,82

(s, 3H, OCH3).

bla

RMN 13C (101 MHz, CDCl3) δ 160,2 ; 138,1 ; 132,5 ; 128,5 ; 116,5 ; 114,7 ; 55,4 ;

30,6 ; 30,0.

A.2.4 4-MO-OPA (5-a)

O

Br

Br

3,4-di(bromométhyl)anisole
(12)

H2O2/éthanol

Étape 3
O

O

O

4-MO-OPA
(5-a)

120 mg (0,4 mmol) de 3,4-di(bromométhyl)anisole (12)) sont dissous dans de

l’éthanol à 95 % (4,0 mL) en présence d’eau oxygénée à 35 % (0,4 mL ; 4,1 mmol)

puis l’ensemble est placé dans un vial scellé. Le mélange est irradié 30 min à

130 ◦C. Une extraction du brut de réaction est réalisée au DCM puis la phase
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organique est évaporée sous pression réduite et le résidu est séché sous vide afin

d’obtenir le composé (5-a) (53 mg; 85%).

bla

Point de fusion : 41 - 42 ◦C.

bla

IR (ATR,cm−1) ν 1710, 1690.

bla

RMN 1H (400 MHz ; CDCl3) δ 10,67 (s, 1H) ; 10,34 (s, 1H) ; 7,94 (d, J=8,5 Hz, 1H,

Harom) ; 7,46 (d, J=2,6 Hz, 1H, Harom) ; 7,22 (dd, J=8,5 et 2,6 Hz, 1H, Harom) ; 3,95

(s, 3H, OCH3).

bla

RMN 13C (101 MHz, CDCl3) δ 192,0 ; 191,0 ; 163,9 ; 138,7 ; 134,6 ; 129,6 ; 118,9 ;

114,7 ; 56,0.

bla

HRMS-ESI (C9H9O3
+) calculé : 165,0546 [M + H+].

HRMS-ESI (C9H9O3
+) expérimental : 165,0549.

A.3 Synthèse à partir de l’acide 3-méthoxybenzoïque

A.3.1 6-méthoxyphthalide (14)

O COOH

Acide 3-méthoxybenzoïque
(13)

HCHO/HClcc/Dioxane

Étape 1

O

O

O

6-méthoxyphthalide
(14)

5,0 g (32,9 mmol) d’acide 3-méthoxybenzoïque (13) sont dissous dans 20 mL

de dioxane. Après ajout de 20 mL de formaldéhyde (37 % dans méthanol) et

20 mL d’acide chlorhydrique concentré, le mélange est porté à reflux pendant

16 h. L’acide chlorhydrique et le dioxane sont évaporés sous vide. Le mélange

hétérogène est filtré et le solide ainsi obtenu est mis sous agitation dans l’éthanol

à TA pendant une nuit. Enfin, le solide blanc (14) ainsi obtenu est filtré et séché

sous vide (4,6 g ; 85%).
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IR (ATR,cm−1) ν 1775.

bla

RMN 1H (400 MHz; CDCl3) δ 7,40 (d, J=6,0 Hz, 1H, Harom) ; 7,38 (d, J=2,3 Hz,

1H, Harom) ; 7,25 (dd, J=6,0 et 2,3 Hz, 1H, Harom) ; 5,29 (s, 2H) ; 3,90 (s, 3H, OCH3).

RMN 13C (101 MHz, CDCl3) δ 171,2 ; 160,6 ; 138,9 ; 127,1 ; 123,2 ; 122,9 ; 107,5 ;

69,5 ; 55,8.

A.3.2 (4-méthoxy-1,2-phénylène)diméthanol (15)

bla

O

O

O

6-méthoxyphthalide
(14)

LiAlH4/THF anhydre

Étape 2

O

OH

OH

(4-méthoxy-1,2-phénylène)diméthanol
(15)

5,0 g (30,5 mmol) de 6-méthoxyphthalide (14) sont dissous dans 20 mL de

THF anhydre puis additionné lentement à une solution d’1,5 g (39,6 mmol) de

LiAlH4 dans 20 mL de THF anhydre. Le mélange est laissé sous agitation à

TA pendant 20 min puis porté à reflux pendant 8 h. Après hydrolyse (10 mL

d’eau), le mélange est agité à TA pendant 1 h, évaporé sous vide. Après l’ajout de

10 mL d’éthanol et filtration, la solution est évaporée sous vide pour donner une

huile jaune orangée (15) (4,2 g ; 82%).

IR (ATR,cm−1) ν 3421.

RMN 1H (400 MHz; CDCl3) δ 7,19 (d, J=8,3 Hz, 1H, Harom) ; 6,87 (d, J=2,2 Hz,

1H, Harom) ; 6,76 (dd, J=8,3 et 2,2 Hz, 1H, Harom) ; 4,57 (s, 2H) ; 4,54 (s, 2H) ; 3,77

(s, 3H; OCH3) ; 3,52 (s, 1H) ; 1.54 (s, 1H).

RMN 13C (101 MHz, CDCl3) δ 159,4 ; 141,3 ; 131,6 ; 131,1 ; 115,4 ; 112,7 ; 63,7 ;

63,1 ; 55,3.

bla
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A.3.3 4-MO-OPA (5-a)

O

OH

OH

(4-méthoxy-1,2-phénylène)diméthanol
(15)

DMSO/(COCl)2/Et3N/DCM

Étape 3

O

O

O

4-MO-OPA
(5-a)

0,3 mL (3,5 mmol) de chlorure d’oxalyle est placé dans 5 mL de DCM à

−78 ◦C. Un mélange de 1,5 mL de DCM et 1,0 mL de DMSO est ensuite ajouté et

l’ensemble est laissé sous agitation à −78 ◦C pendant 5 min. 0,5 g (3,0 mmol) de

(4-méthoxy-1,2-phénylène)diméthanol (15) est, par ailleurs, dissous à TA dans

un mélange de 7,5 mL de DCM et 0,75 mL de DMSO puis refroidi à −78 ◦C

pour être ajouté lentement au chlorure d’oxalyle. Après 20 min sous agitation

à −78 ◦C, 8 mL de triéthylamine est additionnée et le mélange est laissé 15 min

sous agitation. Après retour à TA, la solution est extraite au DCM puis la phase

organique est ensuite séchée sur MgSO4 et concentrée sous pression réduite. Le

résidu est repris à l’éther diéthylique, filtré et séché pour fournir le composé

(5-a) (340 mg; 70%).

bla

Point de fusion : 41 - 42 ◦C.

bla

IR (ATR,cm−1) ν 1710, 1690.

bla

RMN 1H (400 MHz ; CDCl3) δ 10,67 (s, 1H) ; 10,34 (s, 1H) ; 7,94 (d, J=8,5 Hz, 1H,

Harom) ; 7,46 (d, J=2,6 Hz, 1H, Harom) ; 7,22 (dd, J=8,5 et 2,6 Hz, 1H, Harom) ; 3,95

(s, 3H, OCH3).

bla

RMN 13C (101 MHz, CDCl3) δ 192,0 ; 191,0 ; 163,9 ; 138,7 ; 134,6 ; 129,6 ; 118,9 ;

114,7 ; 56,0.

bla

HRMS-ESI (C9H9O3
+) calculé : 165,0546 [M + H+].

HRMS-ESI (C9H9O3
+) expérimental : 165,0549.



Chapitre 3
Analyses spectroscopiques en

solution aqueuse de l’histamine en

présence d’OPA et de 4-MO-OPA par

UV et fluorescence moléculaire

Dans ce chapitre, le potentiel applicatif du 4-MO-OPA en tant qu’agent de

dérivation vis à vis de l’histamine a été évalué et comparé à celui de l’OPA. Pour

cela, les conditions de complexation ainsi que les paramètres de la méthode ont

été optimisés par spectroscopie Ultra-Violet (UV) et fluorescence moléculaire

sur l’OPA puis transposer au 4-MO-OPA. Ces conditions optimales ont ensuite

été appliquées à l’analyse de l’histamine en présence de 4-MO-OPA dans un

mélange de standards d’AB puis sur des échantillons réels de thon albacore

(Thunnus albacares) fournis par l’ANSES.

Pour rappel, la méthode d’analyse de l’histamine par fluorescence moléculaire

a été standardisée par l’AOAC et réactualisée en 2015 (AOAC Official method

977.13).[25,41] Cette méthode est sensible et reproductible pour l’analyse de

l’histamine en présence d’OPA[25,41,82,83,182-185] et s’effectue après passage d’un

mélange d’AB sur une résine échangeuse d’ions (résine Bio-Rad AG 1-X8).

Pour l’analyse par fluorescence moléculaire des AB en présence d’OPA, la

littérature présente des pH d’analyses et des longueurs d’onde d’excitation et

d’émission spécifiques en fonction des complexes OPA/AB étudiés laissant en-

trevoir une possible discrimination des complexes OPA/AB[186-188] par rapport

92
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aux complexes OPA/histamine.[25,41,82,83,182-185] Cependant, sur échantillon réel,

la très large majorité des analyses par fluorescence moléculaire de l’histamine en

présence d’OPA s’effectue en aval d’une séparation par HPLC[42,53,82] ou résine

échangeuse d’ions.[25,41,82,83,182,184,185]

Peu d’études[183,184] ont été consacrées à l’analyse des complexes OPA/hista-

mine par spectroscopies UV et de fluorescence moléculaire sans séparation

antérieure. Les caractéristiques des complexes OPA/histamine, en présence de

chlorure de sodium, ont toutefois été étudiées par Douabalé et al..[183]

En 2010, Tine et Douabalé
[184] ont complété ces résultats en étudiant les

effets de la température sur la cinétique de formation des complexes en milieu

basique. Ils ont également déterminé un pH optimal de 11,5 en présence de

chlorure de sodium pour l’analyse en fluorescence moléculaire. Enfin, la méthode

d’analyse sur échantillon réel fut adaptée à l’issue d’une séparation sur résine

cationique (Amberlite CG-50, Type 1).

Afin de pouvoir comparer les propriétés de dérivation du 4-MO-OPA à

l’OPA vis-à-vis de l’histamine, les conditions optimales d’analyse pour l’OPA en

fluorescence moléculaire ont été reproduites selon la littérature, complétées et

ensuite exploitées pour le 4-MO-OPA.

Une étude par spectroscopies UV et de fluorescence moléculaire des com-

plexes OPA/histamine et 4-MO-OPA/histamine en solution aqueuse a donc

été effectuée avec pour objectif de, non seulement déterminer les conditions

optimales de détection de l’histamine, mais également d’identifier l’intérêt de

l’utilisation du 4-MO-OPA par rapport à l’OPA.

Enfin, la sélectivité de l’analyse de l’histamine dans un mélange synthétique

d’AB puis dans un échantillon réel de poisson sera évaluée.

3.1 Analyse de l’histamine en présence d’OPA ou de

4-MO-OPA

Pour caractériser les complexes obtenus par fluorescence moléculaire, diffé-

rents paramètres doivent être ajustés :
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- le pH optimal de complexation

- la stoechiométrie des complexes en utilisant le rapport du nombre d’équi-

valent OPA/histamine,

- la cinétique de formation des complexes donnant une information sur l’évo-

lution de la réponse en fonction du temps, critère essentiel pour le déploie-

ment de la méthode,

- la concentration gamme dans laquelle la réponse est linéaire,

- la limite de détection et de quantification .

Pour chacun des paramètres, les optimisations seront tout d’abord réalisées

sur l’OPA, puis transposées et adaptées au 4-MO-OPA.

3.1.1 Étude par spectroscopie UV et fluorescence moléculaire

des complexes OPA/histamine

3.1.1.1 Première approche : détermination des paramètres expérimentaux

La littérature indique qu’un pH basique (supérieur à 11,5) permet d’avoir une

émission fluorescente plus importante qu’en milieu acide.[82,83,183,185] À pH ba-

sique, Douabalé et al.[183] précise que les complexes OPA/histamine sont excités

à 352 nm et émettent à 433 nm. Une seconde longueur d’onde d’excitation est ob-

servée à 268 nm. À cette excitation, les complexes émettent également à 433 nm

mais avec une intensité neuf fois plus faible que pour λexcitation = 352nm.

De plus, d’après les mécanismes supposés de formation (Figures 1.7 et

1.8),[82,83] l’histamine peut se complexer avec au moins deux molécules d’OPA.

Avant son optimisation, le rapport OPA/histamine a donc été fixé à cinq pour

se placer dans des conditions d’analyse similaires à celles obtenues lors de la

quantification de la concentration de l’histamine d’un échantillon inconnu.

Une première étude cinétique par fluorescence moléculaire a été réalisée

avec un échantillon conservé à 4 ◦C et à l’abri de la lumière pour limiter sa

dégradation. Les analyses à différentes durées de complexation ont donné des

résultats (en longueurs d’onde et en intensité) très variables (Tableau 3.1).
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Tableau 3.1 – Évolution des longueurs d’onde d’excitation et d’émission et des
intensités associées en unité arbitraire (u.a.) des complexes OPA/histamine en
fonction du temps de complexation.

Temps suivant Excitation Émission
la mise en

λexcitation
Intensité

λémission
Intensité

contact relative (u.a.) relative (u.a.)

3 min 350 nm 661 438 nm 652
30 min 352 nm 747 432 nm 735

6 h 352 nm 896 427 nm 880
15 h 354 nm 945 424 nm 940
24 h 358 nm 1000 419 nm 994
48 h 358 nm 999 419 nm 1000

Cette cinétique indique qu’une complexation de 24 h effectuée à 4 ◦C permet

d’avoir des longueurs d’onde d’excitation et d’émission stables avec une intensité

optimale (Figure 3.1).
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Figure 3.1 – Spectre d’excitation avec λémission = 419nm et spectre d’émission
avec λexcitation = 358nm des complexes OPA/histamine à pH 12,5.

3.1.1.2 Détermination des paramètres optimaux de complexation (pH, rap-
port de concentration OPA/histamine, temps de complexation)

L’analyse des complexes par spectroscopies UV et fluorescence moléculaire

étant un processus itératif, les paramètres préalablement fixés pour chaque étape

seront précisés avant chaque étude.
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3.1.1.2.1 Évaluation de l’influence du pH

Le premier paramètre étudié correspond au pH de complexation. Cette

étude a pour objectif de confirmer l’utilisation d’un milieu basique pour obtenir

l’intensité d’émission en fluorescence moléculaire la plus élevée. Les paramètres

d’analyse des complexes OPA/histamine en fonction du pH ont été les suivants

(Tableau 3.2) :

Tableau 3.2 – Conditions expérimentales de l’étude des complexes
OPA/histamine en fonction du pH.

Temps pH λabsorption λexcitation λémission

24 h Variable étudiée 275 à 800 nm 285 à 400 nm 380 à 600 nm
bla

[Histamine] [OPA] Rapport de
(mol/L) (mol/L) concentration

UV : 1.10−4 UV : 5.10−4 5
Fluorescence : 8.10−6 Fluorescence : 4.10−5 5

Lors de la préparation de solutions pour les analyses par UV, une variation

de coloration a été observée à l’œil nu (Figure 3.2).

Figure 3.2 – Visualisation des complexes OPA/histamine en solution à une
concentration de 1.10−4 mol/L en fonction du pH.

Quatre zones de pH différentes ont été observées et confirmées par UV indi-

quant au moins quatre mélanges de complexes (Figure 3.3) :

- pH 6 3 : Pas d’absorption,

- 3 < pH 6 7 : λabsorption = 517nm,

- 7 < pH 6 9 : Zone intermédiaire,

- 9 < pH : λabsorption = 377nm.
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(a) Spectres d’absorption UV enregistrés aux pH de 1,0 à 9,0.
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(b) Spectres d’absorption UV enregistrés aux pH de 9,0 à 12,5.

Figure 3.3 – Spectres d’absorption UV des complexes OPA/histamine en fonction
du pH.

Les analyses par fluorescence moléculaire de trois réplicats avec deux lectures

de chaque pH ont été effectuées. Les spectres obtenus pour la gamme d’un des

réplicats sont représentés sur la Figure 3.4.
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Figure 3.4 – Spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des complexes
OPA/histamine en fonction du pH.

Ainsi, en fluorescence moléculaire, quatre nouvelles zones ont pu être diffé-



3.1. Analyse de l’histamine en présence d’OPA ou de 4-MO-OPA 99

renciées :

- pH 6 6,3 : Absence de fluorescence,

- 6,3 < pH 6 9,0 : λexcitation = 365nm et λémission = 442nm,

- 9,0 < pH 6 11,0 : Zone intermédiaire,

- 11,0 < pH : λexcitation = 358nm et λémission = 419nm.

Lorsque le pH est acide, aucune fluorescence n’est observée malgré une légère

absorbance à 517 nm pour les pH supérieurs à 3,0 signifiant qu’il existe au moins

une forme non fluorescente. Pour des pH neutres ou légèrement basiques (in-

férieurs ou égales à 9,0), les complexes émettent à 442 nm après une excitation

à 365 nm. À pH 11,0, ces complexes sont également observables mais le dépla-

cement de l’émission de 442 à 419 nm après une excitation à 358 nm indique

la présence d’au moins une autre forme fluorescente. Enfin, l’augmentation du

pH à 12,5 multiplie la fluorescence par environ cinq et est maximum pour une

excitation à 358 nm et une émission à 419 nm.

Ces résultats ont permis de valider le pH de 12,5 auquel les complexes

OPA/histamine sont les plus fluorescents. Ce pH optimal de complexation est

conforme à la littérature puisque cette dernière indique que le pH doit être au

minium de 11,5.[82,83,183,185]

3.1.1.2.2 Rapport de concentration (ROPA/histamine)
blaLe deuxième paramètre étudié correspond au rapport de concentration entre

l’OPA et l’histamine. Cette étude permet de déterminer la stœchiométrie des

complexes en présence. Les paramètres suivants ont été fixés (Tableau 3.3)

Tableau 3.3 – Conditions expérimentales de l’étude des complexes
OPA/histamine en fonction du rapport ROPA/histamine.

Temps pH
λexcitation λémission

(λémission = 419nm) (λexcitation = 358nm)

24 h 12,5 285 à 400 nm 380 à 600 nm
bla

[Histamine] [OPA] Rapport de
(mol/L) (mol/L) concentration

8.10−6 2.10−6 − 3,2.10−5 Variable étudiée
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Pour cela, trois réplicats avec deux lectures de chaque échantillon ont été réa-

lisés. La gamme d’échantillon de complexes est composée d’histamine de concen-

tration fixe et d’OPA de concentration variable. Cette dernière est comprise entre

2.10−6mol/L (ROPA/histamine = 0,25) et 3,2.10−5mol/L (ROPA/histamine = 4,00)

(Figure 3.5).
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Figure 3.5 – Évolution de l’intensité de l’émission à 419 nm après une excitation à
358 nm des complexes OPA/histamine en fonction du rapport des concentrations
OPA/histamine.

Il apparait que les complexes en présence peuvent avoir trois stœchiométries

différentes comme le montrent les trois droites de tendance :

— Rapport 6 1,

— Rapport compris entre 1 et 3,

— Rapport > 3

Ces zones indiquent que les complexes OPA/histamine majoritaires dans

chacune des zones se présentent préférentiellement sous la stœchiométrie 1:1

puis 2:1 et enfin 3:1.
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La suite de l’étude sur l’OPA a été réalisée en respectant un rapport OPA/hista-

mine équimolaire afin de favoriser au maximum la présence de complexes 1:1 et

ainsi limiter le nombre de formes.

3.1.1.2.3 Étude de la cinétique

La littérature indique que le temps de complexation entre l’OPA et l’hista-

mine est un paramètre qui influence les formes en présence.[83]

Pour cette étude cinétique, deux températures d’analyses ont été fixées. La

première solution à été thermostatée à 20 ◦C alors que la seconde a été stockée à

4 ◦C entre chaque analyse. Dans les deux cas, les échantillons ont été conservés

dans l’obscurité et les paramètres d’analyse suivants ont été fixés (Tableau 3.4)

Tableau 3.4 – Conditions expérimentales de l’étude cinétique des complexes
OPA/histamine.

Temps pH
λémission

(λexcitation = 358nm)

Variable étudiée 12,5 375 à 600 nm
bla

[Histamine] [OPA] Rapport de
(mol/L) (mol/L) concentration

8.10−6 8.10−6 1

Pour l’étude cinétique de fluorescence à 20 ◦C, le premier spectre a été effec-

tuée une minute après la mise en contact de l’OPA et de l’histamine, le second à

t=15 min. Puis un spectre a été réalisé toutes les 15 min jusqu’à 50 h (Figure 3.6).

Cette analyse cinétique à 20 ◦C a montré deux éléments importants. Le pre-

mier concerne l’intensité de fluorescence maximale. En effet, dans les conditions

d’analyse, cette dernière est atteinte après 15 min puis diminue de moitié en

2 h (Figure 3.7). De même, en 9 h, la longueur d’onde de l’émission maximale

diminue de 448 à 419 nm avec une perte de 70 % de l’intensité de fluorescence.

Lors de l’étude à 4 ◦C, les résultats diffèrent puisque la longueur d’onde

émission maximale diminue également de 448 à 419 nm mais environ cinq fois

plus lentement et, dans le même temps, l’intensité de fluorescence augmente de

50 % (Figure 3.8).
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Figure 3.6 – Exemples de spectres de fluorescence après une excitation à 358 nm
des complexes OPA/histamine pour des temps de complexation de 1 min à 50 h
à 20 ◦C.
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Figure 3.7 – Évolution au cours du temps de l’intensité d’émission maximale
après une excitation à 358 nm des complexes OPA/histamine.
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Figure 3.8 – Évolution au cours du temps de la longueur d’onde ayant l’in-
tensité d’émission maximale après une excitation à 358 nm des complexes
OPA/histamine.

Cette étude corrobore nos précédentes observations (Section 3.1.1.1) et confir-

me les problèmes de stabilités rencontrés lors de l’analyse des complexes OPA/

histamine. Cette instabilité avait déjà été observée dans la littérature et des
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solutions comme l’ajout d’un acide[41,185] ou d’un nucléophile[45,189] ont été

proposées.

Des essais supplémentaires basés sur les données issues du brevet de Tine
[185]

ont été réalisés avec un chauffage de 3 min à 50 ◦C mais n’ont pas permis d’obtenir

des résultats répétables.

À 20 ◦C, la longueur d’onde d’émission ne se stabilise qu’après 9 h et l’in-

tensité maximale de l’émission est atteinte après 15 min pour décroitre ensuite

(même après la stabilisation de la longueur d’onde d’émission).

À 4 ◦C, la longueur d’onde d’émission ne se stabilise qu’après 24 h. Après

cette durée de complexation et contrairement aux résultats obtenus à 20 ◦C,

l’intensité d’émission est à son maximum.

Selon les fournisseurs, les standards d’OPA et d’histamine sont à conserver

entre 1 et 6 ◦C afin d’éviter leur dégradation et rend nécessaire le stockage des

solutions à basse température durant la complexation.

Pour la suite de l’étude, un temps de complexation de 24 h à basse tempé-

rature sera respecté. Dans ces conditions et à pH 12,5, les longueurs d’onde

d’excitation et d’émission sont stabilisées respectivement à 358 et 419 nm avec

des intensités de fluorescence optimales. Les paramètres d’études choisis ont

donc été fixés à un pH de 12,5, un temps de contact de 24 h, 4 ◦C et dans l’obscu-

rité. Dans ces conditions, les longueurs d’onde obtenues ont été les suivantes :

λabsorption = 271nm et 377 nm, λexcitation = 358nm et λémission = 419nm.

3.1.1.3 Détermination des propriétés des complexes OPA/histamine dans
les conditions optimales de fluorescence moléculaire

Suite à la détermination des conditions optimales de formation des complexes

fluorescents, la gamme de concentration permettant une réponse linéaire et les

limites de détection et de quantification de l’histamine ont été étudiées.

3.1.1.3.1 Gamme de concentration avec réponse linéaire

La première propriété évaluée concerne la gamme de concentration permet-

tant d’avoir une réponse linéaire. Les paramètres d’analyse ont été les suivants

(Tableau 3.5) :
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Tableau 3.5 – Conditions expérimentales de l’étude des complexes
OPA/histamine en fonction de la concentration de complexes.

Temps pH
λexcitation λémission

(λémission = 419nm) (λexcitation = 358nm)

24 h 12,5 310 à 400 nm 370 à 600 nm
bla

[Histamine] [OPA] Rapport de
(mol/L) (mol/L) concentration

5.10−6 − 5.10−5 5.10−6 − 5.10−5 1

Pour cette partie, trois réplicats de dix concentrations différentes ont été

réalisés (5.10−6 − 5.10−5mol/L). Les spectres d’excitation et d’émission d’un des

réplicats sont représentés dans la Figure 3.9.
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Figure 3.9 – Évolution de l’intensité des spectres d’excitation et d’émission des
complexes OPA/histamine en fonction de la concentration en complexe.

À partir de ces spectres, les maximums d’intensité en fonction des concentra-

tions des trois réplicats ont pu être déterminés (Figure 3.10).

En fluorescence moléculaire et dans nos conditions d’analyse, l’intensité de

l’émission des complexes OPA/histamine est proportionnelle à la concentration

dans la gamme de 5.10−6 à 5.10−5 mol/L.
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Figure 3.10 – Graphique représentant le maximum d’intensité du pic d’émission
(λémission = 419nm) pour une excitation λexcitation = 358nm en fonction de la
concentration.

3.1.1.3.2 Limite de détection et de quantification

D’après l’étude de la gamme de linéarité, une concentration de complexe

à 5.10−6 mol/L permet une quantification alors qu’à une concentration de

4.10−6 mol/L, aucune émission n’est observée, les limite de détection (limite

de détection (LDD)) et de quantification (limite de quantification (LDQ)) se

situent entre 4.10−6 − 5.10−6 mol/L. Les paramètres d’étude ont été les suivants

(Tableau 3.6) :

Tableau 3.6 – Conditions expérimentales de l’étude des complexes
OPA/histamine pour déterminer les LDD et LDQ.

Temps pH
λémission

(λexcitation = 358nm)

24 h 12,5 340 à 560 nm
bla

[Histamine] [OPA] Rapport de
(mol/L) (mol/L) concentration

4.10−6 − 5.10−6 4.10−6 − 5.10−6 1
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La LDD et la LDQ ont été évaluées à partir des spectres d’émission en réali-

sant une gamme de cinq concentrations (Figure 3.11). Le réglage utilisé pour le

tube photomultiplicateur (PMT) est précisé pour chaque échantillon puisqu’il a

été adapté afin d’optimiser la lecture de chaque échantillon. Ce dispositif permet

la détection de photons avec un gain important dépendant du réglage.
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Figure 3.11 – Allure des spectres d’émission de fluorescence des complexes
OPA/histamine après une excitation à 358 nm pour des concentrations entre
4.10−6 − 5.10−6 mol/L

Le spectre effectué à une concentration de 5,00.10−6 mol/L est utilisé comme

témoin. Son intensité maximale est bien observée à 419 nm et fait partie de la

gamme de linéarité (Section 3.1.1.3.1).

À partir d’une concentration de 4,75.10−6 mol/L, le spectre présente des

irrégularités mais comporte toujours une longueur d’onde maximale à 419 nm.

À cette concentration, il n’est plus possible de quantifier les complexes. En

dessous de 4,75.10−6 mol/L, la longueur d’onde maximale varie et les effets de

solvants sont trop important.

D’après cette étude, il est donc possible de réaliser la quantification de com-

plexes OPA/histamine par fluorescence moléculaire à partir de 5,00.10−6 mol/L et
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de la détection à partir de 4,75.10−6 mol/L. En dessous de ces valeurs, les effets

de « solvants » sont trop élevés pour permettre un résultat fiable.

Ces limites sont similaires à celles obtenues dans la norme AOAC réactualisée

d’analyse de l’histamine par fluorescence moléculaire (Tableau 3.7).[25,41]

Tableau 3.7 – Tableau comparatif des LDD et LDQ obtenues lors de cette étude
par rapport à la littérature.

Auteur LDD LDQ

AOAC[25,41] 0,2 mg/kg 0,6 mg/kg
Ce travail 0,53 mg/kg 0,56 mg/kg

3.1.2 Étude par spectroscopie UV et fluorescence moléculaire

des complexes 4-MO-OPA/histamine

À notre connaissance, aucune étude de fluorescence moléculaire sur l’his-

tamine n’a été effectuée sur les dérivés structuraux d’OPA faute d’accessibilité.

L’étude des complexes 4-MO-OPA/histamine a donc été réalisée selon la métho-

dologie préalablement éprouvée pour l’OPA/histamine.

3.1.2.1 Première approche : détermination des paramètres expérimentaux

Selon la même approche que celle menée sur l’OPA (Section 3.1.1), le pH a

été fixé à 12,5 et le rapport 4-MO-OPA/histamine à cinq.

Les longueurs d’onde obtenues ont été les suivantes : λexcitation = 351nm et

λémission = 462nm (Figure 3.12).

Contrairement à l’OPA, les intensités et les longueurs d’onde d’excitation

et d’émission des complexes 4-MO-OPA/histamine restent constants sur une

durée de 24 h à l’issue de la conservation des solutions à 4 ◦C. L’intérêt majeur

du 4-MO-OPA réside donc dans la possibilité de réaliser de manière immédiate

l’analyse de l’histamine par rapport à l’OPA qui lui nécessite un temps d’attente

de 24 h.
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Figure 3.12 – Spectres d’excitation (λémission = 462nm) et d’émission
(λexcitation = 351nm) des complexes 4-MO-OPA/histamine à pH 12,5.

3.1.2.2 Détermination des paramètres optimaux de complexation (pH, rap-
port de concentration 4-MO-OPA/histamine, temps de complexation)

Un processus itératif, similaire à celui employé pour l’OPA, a été mis en

place afin de déterminer chaque paramètre expérimental (pH, stœchiométrie,

cinétique).

Néanmoins, afin de comparer les résultats obtenus à ceux de l’OPA, deux

séries d’analyses ont été réalisées ; une première immédiatement à la mise en

contact des réactifs et une seconde à l’issue de 24 h à 4 ◦C.

3.1.2.2.1 Évaluation de l’influence du pH
bla

D’après les résultats obtenus (Section 3.1.2.1), les paramètres suivants ont

été fixés (Tableau 3.8).
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Tableau 3.8 – Conditions expérimentales de l’étude des complexes 4-MO-
OPA/histamine en fonction du pH.

Temps pH λabsorption λexcitation λémission

30 min et 24 h Variable étudiée 200 à 800 nm 180 à 410 nm 375 à 625 nm
bla

[Histamine] [MOPA] Rapport de
(mol/L) (mol/L) concentration

UV : 1.10−4 UV : 5.10−4 5
Fluorescence : 8.10−6 Fluorescence : 4.10−5 5

Une étude par UV a été réalisée lors de la mise en contact du 4-MO-OPA/histamine,

puis 24 h plus tard. Les deux analyses ont donné des résultats semblables et ont

permis de différencier deux zones de pH (Figures 3.13 et 3.14) :

- pH 6 11,0 : Pas ou peu d’absorption,

- 11 < pH : λabsorption = 345nm.
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Figure 3.13 – Spectres d’absorption UV des complexes 4-MO-OPA/histamine en-
registrés à des pH de 1,0 à 9,0.
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Figure 3.14 – Spectres d’absorption UV des complexes 4-MO-OPA/histamine en-
registrés à des pH de 9,0 à 12,5.

Deux réplicats ont ensuite été réalisés pour l’analyse par fluorescence molé-

culaire avec chacun deux lectures (immédiatement et à l’issue de 24 h de mise

en contact) pour chaque échantillon. Comme pour l’analyse UV, les résultats

obtenus en fluorescence moléculaire après 24 h sont similaires à ceux obtenus

des la mise en contact. Lors de l’analyse, deux couples excitation/émission ont

été déterminés (Figure 3.15) :

- λexcitation = 235nm/λémission = 330nm,

- λexcitation = 351nm/λémission = 462nm.

À partir de ces spectres, les maximaux d’intensité ont été relevés (Figure 3.16).

Pour des pH acides (< 5), les intensités maximales sont observées pour le

couple excitation/émission 235 nm/330 nm mais restent tout de même très

faibles et sont difficile à interpréter.

À l’opposé, pour des pH basiques (> 10), les intensités maximales corres-

pondent au couple excitation/émission 351 nm/462 nm. L’augmentation du pH

permet une intensité de l’émission plus importante pour atteindre, à pH 12,5

(maximum d’intensité en milieu basique), une intensité quatre fois plus élevée

que celle obtenue à pH 1,0 (maximum d’intensité en milieu acide). Le pH de 12,5

est donc, comme pour l’OPA, celui qui a été conservé pour la suite de l’étude.
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Figure 3.15 – Spectres d’excitation (λémission = 462nm) et émission de fluores-
cence (λexcitation = 351nm) des complexes 4-MO-OPA/histamine en fonction
du pH.
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Figure 3.16 – Évolution de l’intensité maximale de l’émission de fluorescence à
462 nm après une excitation à 351 nm en fonction du pH.

3.1.2.2.2 Rapport de concentration (R4−MO−OPA/histamine )
bla

Le rapport de concentration entre le 4-MO-OPA et l’histamine a été évalué et

les paramètres suivants ont été fixés (Tableau 3.9) :
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Tableau 3.9 – Conditions expérimentales de l’étude des complexes 4-MO-
OPA/histamine en fonction du rapport R4−MO−OPA/histamine.

Temps pH
λexcitation λémission

(λémission = 462nm) (λexcitation = 351nm)

30 min et 24 h 12,5 290 à 425 nm 350 à 675 nm
bla

[Histamine] [MOPA] Rapport de
(mol/L) (mol/L) concentration

8.10−6 2.10−6 − 3,2.10−5 Variable étudiée

Les complexes 4-MO-OPA/histamine existent sous trois stœchiométries dif-

férentes selon les trois droites de tendance (Figure 3.17) :

— Rapport 6 1,

— Rapport compris entre 1 et 3,

— Rapport > 3
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Figure 3.17 – Évolution de l’intensité maximale de l’émission à 462 nm après
une excitation à 351 nm en fonction du rapport 4-MO-OPA/histamine.

Ces zones indiquent que les complexes 4-MO-OPA/histamine majoritaires

dans chacune des zones se présentent tout d’abord sous la stœchiométrie 1:1

puis 2:1 et enfin 3:1. Pour limiter le nombre de complexes présents, la suite

de l’étude sur le 4-MO-OPA a été réalisée en respectant le rapport 1/1 afin de

favoriser au maximum les complexes 1:1.
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3.1.2.2.3 Étude de la cinétique
bla

Suite à l’étude de la cinétique des complexes OPA/histamine (Section 3.1.1.2.3),

des études de pH et du rapport de concentration (Sections 3.1.2.2.1 et 3.1.2.2.2)

des complexes 4-MO-OPA/histamine, il apparait clairement que la formation de

complexes fluorescents avec le 4-MO-OPA est plus rapide qu’avec l’OPA. Pour

vérifier ces observations, une étude cinétique à 20 ◦C a été réalisée (Tableau 3.10).

Tableau 3.10 – Conditions expérimentales de l’étude cinétique des complexes
4-MO-OPA/histamine.

Temps pH
λémission

(λexcitation = 351nm)

1 min à 50 h 12,5 350 à 610 nm
bla

[Histamine] [MOPA] Rapport de
(mol/L) (mol/L) concentration

8.10−6 8.10−6 1

L’intensité de fluorescence maximale et la longueur d’onde associée ont été

relevées dès la mise en contact du 4-MO-OPA et de l’histamine, puis à t=15 min.

Un spectre a ensuite été réalisé toutes les 15 min jusqu’à 50 h. Durant toute la

durée de l’analyse, l’échantillon est thermostaté à 20 ◦C (Figure 3.18).

Cette étude montre un temps de complexation minimal et optimal de 15 min

pour accéder au maximum d’intensité. De plus, la longueur d’onde de l’émission

à 462 nm suite à une excitation à 351 nm est constante pendant 8 h à 20 ◦C (dans

l’obscurité) (Figures 3.19 et 3.20).

En conclusion, le 4-MO-OPA permet d’obtenir des résultats répétables d’ana-

lyse (maximum d’intensité et longueur d’onde constante) dès 15 min à 20 ◦C

quand l’OPA nécessite à 20 ◦C 9 h d’attente pour que sa longueur d’onde d’émis-

sion se stabilise avec une perte de 70 % d’intensité.
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Figure 3.18 – Spectres de fluorescence après une excitation à 351 nm des com-
plexes 4-MO-OPA/histamine pour des temps de complexation de 1 min à 50 h.
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Figure 3.19 – Évolution de l’intensité d’émission maximale après une excitation
à 351 nm des complexes 4-MO-OPA/histamine en fonction du temps.
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Figure 3.20 – Évolution de la longueur d’onde ayant l’intensité d’émission
maximale après une excitation à 351 nm des complexes 4-MO-OPA/histamine
en fonction du temps.

3.1.2.3 Détermination des propriétés des complexes 4-MO-OPA/histamine
dans les conditions optimales de fluorescence moléculaire

Après avoir déterminé les conditions optimales de formation des complexes

fluorescents, la gamme de concentration permettant une réponse linéaire ainsi

que les limites de détection et de quantification de l’histamine ont été détermi-

nées.
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3.1.2.3.1 Gamme de concentration avec réponse linéaire

La première propriété a être évaluée correspond à la gamme de concentration

permettant d’avoir une réponse linéaire. Les paramètres suivants ont été fixés

(Tableau 3.11) :

Tableau 3.11 – Conditions expérimentales de l’étude des complexes 4-MO-
OPA/histamine en fonction de la concentration de complexes.

Temps pH
λexcitation λémission

(λémission = 462nm) (λexcitation = 351nm)

30 min et 24 h 12,5 280 à 410 nm 375 à 625 nm
bla

[Histamine] [MOPA] Rapport de
(mol/L) (mol/L) concentration

1.10−7 − 1.10−4 1.10−7 − 1.10−4 1

Lors de cette étude, une gamme de concentration de complexes de 10−7 à

10−4 mol/L a été réalisée avec trois réplicats de dix concentrations différentes

(Figure 3.21).
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Figure 3.21 – Évolution de l’intensité de l’émission à λémission = 462nm après
une excitation à 351 nm des complexes 4-MO-OPA/histamine à pH 12,5.

Deux zones ont été déterminées :

- 1.10−7 − 9.10−7 mol/L : Aucune réponse,

- 1.10−6 − 1.10−4 mol/L : Réponse correcte du système.
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La seconde zone permet d’avoir une réponse linéaire en fonction de la concen-

tration. Une seconde lecture après 24 h a montré une stabilité de l’intensité et de

la longueur d’onde d’émission.

Cette gamme de concentration est plus étendue que celle obtenue avec

l’OPA (5.10−6 - 5.10−5 mol/L) et est là aussi en faveur du 4-MO-OPA pour

l’analyse d’échantillon de concentration inconnue en histamine.

3.1.2.3.2 Limite de détection

Les conditions optimales de complexation fixées sont les suivantes (Ta-

bleau 3.12) :

Tableau 3.12 – Conditions expérimentales de l’étude des complexes 4-MO-
OPA/histamine pour déterminer les LDD et LDQ.

Temps pH
λémission

(λexcitation = 351nm)

30 min et 24 h 12,5 375 à 590 nm
bla

[Histamine] [MOPA] Rapport de
(mol/L) (mol/L) concentration

9.10−6 − 1.10−6 9.10−6 − 1.10−6 1

La zone de linéarité s’étend de 1,00.10−6 à 1,00.10−4 mol/L et aucune émis-

sion n’a été observée à 9,00.10−7 mol/L situant la limite de détection entre

9,00.10−7 et 1,00.10−6 mol/L. Comme pour l’OPA, la LDD et la LDQ ont été

évaluées à partir des spectres d’émission en réalisant une gamme de cinq concen-

trations (Figure 3.22).

Le spectre à 1,00.10−6 mol/L est utilisé comme témoin. D’après l’étude de

la gamme de linéarité, cette concentration permet une quantification avec une

longueur d’onde d’émission de 462 nm. À partir de 9,75.10−7mol/L, le spectre

présente des irrégularités et la longueur d’onde associée à l’intensité maximale

varie. D’après cette étude, il est donc possible de faire de la quantification

de complexes 4-MO-OPA/histamine par fluorescence moléculaire à partir de

1,00.10−6 mol/L et de la détection à partir de 9,75.10−7 mol/L. En dessous de

ces valeurs, les effets de « solvants » sont trop élevés pour fournir un résultat
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fiable.
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Figure 3.22 – Spectres de fluorescence après une excitation à 351 nm des com-
plexes 4-MO-OPA/histamine pour des concentrations comprise entre 9.10−7 et
1.10−6 mol/L

D’après cette étude, la quantification de complexes 4-MO-OPA/histamine par

fluorescence moléculaire est réalisable à partir de 1,00.10−6 mol/L et la limite

de détection a été estimée à de 9,75.10−7 mol/L. En dessous de ces valeurs, la

longueur d’onde d’émission varie. La comparaison de ces limites de détection et

de quantification avec celles de l’OPA abouti à des valeurs cinq fois plus faibles

en faveur du 4-MO-OPA (Tableau 3.13).

Tableau 3.13 – Tableau comparatif des LDD et LDQ obtenues lors de cette étude
sur le 4-MO-OPA par rapport à celle en présence d’OPA.

Agent de dérivation LDD LDQ

OPA 0,53 mg/kg 0,56 mg/kg
4-MO-OPA 0,10 mg/kg 0,11 mg/kg

3.1.3 Comparaison des résultats obtenus sur l’OPA et le 4-MO-

OPA en présence d’histamine

Les résultats obtenus en UV et en fluorescence moléculaire sur les complexes

OPA/histamine et 4-MO-OPA/histamine ont été comparés (Tableau 3.14).
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À la lecture du Tableau 3.14, le 4-MO-OPA présente trois avantages majeurs

vis à vis de l’OPA lors de l’analyse en fluorescence moléculaire de l’histamine.

— La zone de concentration dans laquelle il est possible de travailler est plus

étendue (1.10−6 − 1.10−4 mol/L au lieu de 5.10−6 − 5.10−5 mol/L).

— Les limites de quantification et de qualification sont environ cinq fois plus

basses.

— Enfin, le temps nécessaire pour atteindre le maximum d’intensité en

fluorescence moléculaire est très rapide (15 min) aux deux températures

d’étude (4 et 20 ◦C) par comparaison aux 24 h à 4 ◦C nécessaires à l’OPA.

Tableau 3.14 – Tableau comparatif des conditions optimum pour une ré-
ponse en fluorescence moléculaire des complexes OPA/histamine et 4-MO-
OPA/histamine.

Critère OPA/histamine 4-MO-OPA/histamine

λabsorption 271 et 377 nm 303 et 359 nm
λexcitation 358 nm 351 nm
λémission 419 nm 462 nm

Gamme de concentration 5.10−6 − 5.10−5 mol/L 1.10−6 − 1.10−4 mol/L
pH 12,5 12,5

Stœchiométrie 1:1, 2:1 et 3:1 1:1, 2:1 et 3:1
LDQ 5.10−6 mol/L 1.10−6 mol/L
LDD 4,75.10−6 mol/L 9,75.10−7 mol/L

Complexes fluorescents à 4 ◦C Stable après 24 h Stable après 15 min
Intensité maximale à 4 ◦C À 24 h À 15 min

Intensité maximale à 20 ◦C À 15 min À 15 min

3.2 Analyse spectroscopique d’un mélange d’AB

En fluorescence moléculaire, la littérature décrit les conditions d’analyse (pH,

λexcitation et λémission) de l’agmatine, la cadavérine et la putrescine en présence

d’OPA (Tableau 3.15).

D’après ce tableau, les longueurs d’onde d’excitation et d’émission des com-

plexes en présence d’OPA sont dépendantes de l’AB considérée et du pH appli-

qué. La seconde partie de ce chapitre consistera donc à étudier la sélectivité de

l’OPA et du 4-MO-OPA vis à vis de l’histamine dans un mélange d’AB.
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Tableau 3.15 – Conditions d’analyse en fluorescence moléculaire de l’agmatine,
la cadavérine et la putrescine en présence d’OPA.

Amine pH λexcitation λémission

Histamine (ce travail) 12,5 358 419
Agmatine[186] 13 340 473

Cadavérine[187]

1,0 2341et 381 313
3,5 2341et 381 313
9,0 2341et 381 313

13,0 2341et 381 313

Putrescine[188]
pH < 7 239 ; 271 ; 334 et 376 430

7 < pH < 11 309 et 355 408
11 < pH 3311 415

1 avec intensité d’émission maximale

Pour cela, chaque amine a tout d’abord été analysée de manière individuelle

en présence d’OPA d’une part, et de 4-MO-OPA d’autre part, dans les conditions

optimisées pour l’analyse de l’histamine à savoir :

- OPA : 4-MO pH 12,5, temps de complexation de 24 h à 4 ◦C,

- 4-MO-OPA : λexcitation = 358nm et λémission = 419nm,

- 4-MO-OPA : pH 12,5, temps de complexation de 15 min à 20 ◦C,

- 4-MO-OPA : λexcitation = 351nm et λémission = 462nm.

L’histamine a ensuite été mise en solution avec un mélange d’agmatine, de

cadavérine, de putrescine et de spermidine dans l’objectif de la détecter et de la

quantifier sélectivement.

La cadavérine et la putrescine ont été sélectionnées car répertoriées comme

potentialisateurs des effets de l’histamine.[8,9] Pour l’agmatine, des interférences

avec l’histamine ont été notées lors d’analyses en présence d’OPA.[186] Enfin, la

spermidine, présentant une amine aliphatique secondaire, a également été testée

pour vérifier l’impact de ce type d’amine sur les résultats obtenus.

3.2.1 Analyse des AB individuellement

3.2.1.1 Agmatine

Des solutions d’OPA/agmatine et de 4-MO-OPA/agmatine ont été préparées

et analysées (Figure 3.23).
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(a) Spectres d’excitation (λémission = 419nm) et émission
(λexcitation = 358nm) des complexes OPA/agmatine.

(b) Spectres d’excitation à (λémission = 462nm) et émission
(λexcitation = 351nm) des complexes 4-MO-OPA/agmatine.

Figure 3.23 – Spectres d’excitation et d’émission des complexes OPA/agmatine
et 4-MO-OPA/agmatine dans les conditions d’analyse de l’histamine.

En appliquant la longueur d’onde d’excitation caractéristique de l’histamine,

les complexes OPA/agmatine et 4-MO-OPA/agmatine sont excités et émettent

à des longueurs d’onde proches de celles de l’histamine et sont donc suscep-

tibles de créer des interférences. Ce résultat, déjà observé lors de l’analyse de

l’agmatine en présence d’OPA dans un mélange d’amines dont l’histamine, reste

problématique.[186]
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3.2.1.2 Cadavérine, Putrescine et Spermidine

La cadavérine, la putrescine et la spermidine ont également été étudiées

individuellement en présence d’OPA et de 4-MO-OPA (Figures 3.24, 3.25 et

3.26).

(a) Spectres d’excitation (λémission = 419nm) et émission
(λexcitation = 358nm) des complexes OPA/cadavérine.

(b) Spectres d’excitation à (λémission = 462nm) et émission
(λexcitation = 351nm) des complexes 4-MO-OPA/cadavérine.

Figure 3.24 – Spectres d’excitation et d’émission des complexes de cadavérine en
présence d’OPA et de 4-MO-OPA dans les conditions d’analyse de l’histamine.
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(a) Spectres d’excitation (λémission = 419nm) et émission
(λexcitation = 358nm) des complexes OPA/putrescine.

(b) Spectres d’excitation à (λémission = 462nm) et émission
(λexcitation = 351nm) des complexes 4-MO-OPA/putrescine.

Figure 3.25 – Spectres d’excitation et d’émission des complexes de putrescine en
présence d’OPA et de 4-MO-OPA dans les conditions d’analyse de l’histamine.
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(a) Spectres d’excitation (λémission = 419nm) et émission
(λexcitation = 358nm) des complexes OPA/spermidine.

(b) Spectres d’excitation à (λémission = 462nm) et émission
(λexcitation = 351nm) des complexes 4-MO-OPA/spermidine.

Figure 3.26 – Spectres d’excitation et d’émission des complexes de spermidine en
présence d’OPA et de 4-MO-OPA dans les conditions d’analyse de l’histamine.



3.2. Analyse spectroscopique d’un mélange d’AB 126

Contrairement aux résultats obtenus pour l’agmatine, en présence d’OPA ou

de 4-MO-OPA, la cadavérine, la putrescine et la spermidine n’émettent pas dans

les conditions d’analyses des complexes d’histamine (temps de complexation,

pH et longueur d’onde d’excitation).

3.2.2 Mélange d’AB

L’analyse par fluorescence moléculaire de l’histamine en présence d’OPA d’une

part et de 4-MO-OPA d’autre part a été réalisée dans un mélange d’amines (ag-

matine, cadavérine, putrescine et spermidine).

3.2.2.1 Analyse de l’histamine en présence d’OPA dans un mélange d’AB

En accord avec les études de la cadavérine, de la putrescine et de la sper-

midine en présence d’OPA, l’intensité et la longueur d’onde d’émission des

complexes OPA/histamine restent inchangées par rapport à l’étude du standard

d’histamine seul (Figure 3.27).
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 OPA/Histamine/Cadavérine/Putrescine/Spermidine/Agmatine 1:2:2:2:2

 OPA/Histamine/Cadavérine/Putrescine/Spermidine/Agmatine 1:2:2:2:1

 OPA/Histamine/Cadavérine/Putrescine/Spermidine/Agmatine 1:2:2:2:0,5

 OPA/Histamine/Cadavérine/Putrescine/Spermidine 1:2:2:2

 OPA/Histamine/Cadavérine/Putrescine/Spermidine 1:1:1:1

 OPA/Histamine/Cadavérine/Putrescine/Spermidine 1:0,5:0,5:0,5

 OPA/Histamine

Figure 3.27 – Spectres d’émission après une excitation à 358 nm des complexes
OPA/histamine en fonction de la concentration en interférant.
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À l’opposé, lors de l’ajout d’agmatine, une augmentation de l’intensité d’émis-

sion est observée surestimant artificiellement la concentration d’histamine.

Lorsque le rapport agmatine/histamine est égal à un, l’intensité de fluorescence

moléculaire augmente d’environ de 39 %.

3.2.2.2 Analyse de l’histamine en présence d’4-MO-OPA dans un mélange
d’AB

De même, l’analyse de l’histamine en présence de 4-MO-OPA dans le mélange

d’amines choisies a été réalisée et, a donné des résultats similaires à ceux obtenus

en présence d’OPA.

La présence de cadavérine, de putrescine et de spermidine n’ont pas influencé

l’intensité et la longueur d’onde d’émission des complexes 4-MO-OPA/histamine

alors que celle de l’agmatine provoque une augmentation de l’intensité (Fi-

gure 3.28). Lors de cette étude, un rapport de concentration [agmatine]/[histamine]

fixé à un augmente l’intensité de fluorescence moléculaire de 33 %.
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 4-MO-OPA/Histamine/Cadavérine/Putrescine/Spermidine/Agmatine 1:2:2:2:2

 4-MO-OPA/Histamine/Cadavérine/Putrescine/Spermidine/Agmatine 1:2:2:2:1
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Figure 3.28 – Spectres d’émission après une excitation à 358 nm des complexes
4-MO-OPA/histamine en fonction de la concentration en interférant.
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3.2.3 Comparaison des résultats obtenus pour l’analyse de l’his-

tamine en présence d’OPA et de 4-MO-OPA dans un mé-

lange d’AB

Les résultats obtenus en UV et en fluorescence moléculaire sur l’analyse

des complexes OPA/histamine et 4-MO-OPA/histamine au sein d’un mélange

d’AB ont été comparés (Tableau 3.16).

Tableau 3.16 – Tableau comparatif des effets de quatre AB sur la réponse en fluo-
rescence moléculaire des complexes OPA/histamine et 4-MO-OPA/histamine.

Mélange [histamine]
d’AB en présence d’OPA en présence de 4-MO-OPA

Cadavérine Aucun effet Aucun effet
Spermidine Aucun effet Aucun effet
Putrescine Aucun effet Aucun effet
Agmatine Surestimation 39 %1 Surestimation 33 %1

1 pour [agmatine] = [histamine]

En présence d’un mélange d’AB, le 4-MO-OPA et l’OPA ont des réponses

similaires. Dans les conditions d’analyse de l’histamine, la cadavérine, la pu-

trescine et la spermidine n’interfèrent pas sur l’intensité et la longueur d’onde

d’émission des complexes OPA ou 4-MO-OPA/histamine. À l’opposé, la présence

d’agmatine donne lieu à une augmentation de l’intensité d’émission des com-

plexes OPA ou 4-MO-OPA/histamine ayant pour conséquence de surestimer la

quantité d’histamine. Cette surestimation est légèrement plus faible en présence

de 4-MO-OPA qu’en présence d’OPA (-6 points).

La plus value du 4-MO-OPA par rapport à l’OPA réside ici encore dans la

méthode de préparation des échantillons. En effet, l’ensemble des analyses effec-

tuées en présence de 4-MO-OPA peut être réalisé dans la continuité immédiate

de la préparation des échantillons. De plus, la répétabilité de l’analyse s’affran-

chit dorénavant de son temps de réalisation, une analyse de contrôle ayant été

effectuée après 24 h sans changement significatif de l’intensité ou de la longueur

d’onde d’émission. Le 4-MO-OPA apparait donc comme un candidat de choix

pour une analyse rapide d’histamine par fluorescence moléculaire.
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3.3 Analyse de l’histamine dans un échantillon réel

Afin de valider nos résultats et estimer le potentiel applicatif du 4-MO-

OPA sur échantillon réel, l’analyse d’histamine a été effectuée sur quatre échan-

tillons de thon albacore (Thunnus albacares) dopés en histamine à 16 mg/kg et à

149 mg/kg et fournis par l’ANSES. Une extraction de chaque échantillon (deux

réplicats de chaque concentration) par le méthanol, suivi d’évaporation à sec

et une mise en solution aqueuse en présence d’OPA et de 4-MO-OPA ont été

réalisées selon une adaptation de la norme de fluorescence moléculaire.[25] Les

droites d’étalonnage ont été réalisées avec des standards d’histamine en présence

d’OPA d’une part, et de 4-MO-OPA d’autre part à 1,12 ; 2,25 et 4,50 x 10−5

mol/L de complexes. Les intensités maximales des échantillons réels ont été

visualisées sur les spectres selon leur concentration effective. Dans chaque cas,

ces intensités sont supérieures à celles attendues (Figure 3.29).
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(a) Réplicat 1 en présence d’OPA.
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(b) Réplicat 1 en présence de 4-MO-OPA.
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(c) Réplicat 2 en présence d’OPA.
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(d) Réplicat 2 en présence de 4-MO-OPA.

Figure 3.29 – Intensité de fluorescence des échantillons réels en présence d’OPA
et de 4-MO-OPA.
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Pour chaque échantillon, les analyses en présence d’OPA et de 4-MO-OPA ont

montré une surestimation de la quantité théorique d’histamine par rapport aux

valeurs attendues (Tableau 3.17).

Tableau 3.17 – Tableau comparatif des fractions massiques obtenues à par-
tir des intensités maximales en fluorescence moléculaire des complexes
OPA/histamine et 4-MO-OPA/histamine.

Échantillons à 16 mg/kg Échantillons à 149 mg/kg
Réplicat 1 Réplicat 2 Réplicat 1 Réplicat 2

OPA
22,0 mg/kg 21,4 mg/kg 166,2 mg/kg 170,4 mg/kg

(38 %) (34 %) (12 %) (14 %)

4-MO-OPA
21,1 mg/kg 20,1 mg/kg 159,5 mg/kg 163,4 mg/kg

(32 %) (26 %) (7 %) (10 %)

Sur ces échantillons, la surestimation est légèrement moins importante lors

des analyses en présence de 4-MO-OPA. Toutefois, ce résultat ne peut être

significatif au vu du faible nombre d’échantillons étudiés. Afin de comprendre

l’origine de cette surestimation, il serait nécessaire de connaitre la composition

totale en AB de cet échantillon afin d’évaluer si elle peut être reliée à la présence

d’agmatine dans une première approche.

3.4 Conclusion

Cette étude par spectroscopie UV et de fluorescence moléculaire a permis

de caractériser les complexes OPA/histamine et 4-MO-OPA/histamine puis de

comparer leurs propriétés. Pour cela, trois étapes ont été réalisées.

La première a eu pour but de définir les conditions de pH et de temps

optimales de complexation des deux dialdéhydes (OPA et 4-MO-OPA) avec

l’histamine afin d’obtenir la plus forte intensité d’émission en fluorescence

moléculaire.

Si une valeur constante de pH de 12,5 est commune aux deux structures,

leur différence réside dans le temps caractéristique des complexes fluorescents

avec l’histamine, nécessaire pour obtenir une intensité de fluorescence et une

longueur d’émission stable. Pour l’OPA, il doit être de 24 h à 4 ◦C alors que pour
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le 4-MO-OPA, cette durée peut être réduite à 15 min ç 20 ◦C (Figure 3.30). Suite

à la détermination de ces paramètres de temps et de pH, les longueurs d’onde

d’absorption, d’excitation et d’émission ont été précisées et ont permis de définir

les stœchiométries des complexes pour l’OPA comme pour le 4-MO-OPA qui

sont de trois types : 1:1 puis 2:1 et enfin 3:1. Enfin, les limites de détection et de

quantification ont été caractérisées (Figure 3.30). Elles sont cinq fois plus faibles

pour le 4-MO-OPA, ce qui représente un atout majeur lors de la détection de trace

d’histamine ou pour l’analyse d’échantillon en quantité minime (Figure 3.30).

La seconde partie a eu pour objectif de comparer la sélectivité des systèmes

OPA et 4-MO-OPA pour l’analyse de l’histamine au sein d’un mélange syn-

thétique d’AB réalisé à partir de standards d’agmatine, de cadavérine, de pu-

trescine et de spermidine. Les résultats ont été très comparables pour les deux

composés. La présence de cadavérine, de putrescine et de spermidine n’influence

pas l’intensité de fluorescence et la longueur d’onde d’émission des complexes

OPA ou 4-MO-OPA/histamine. Parmi les AB testées, seule la présence d’agma-

tine a montré des interférences aboutissant à une surestimation de l’histamine.

Lorsque la concentration en agmatine est identique à celle en histamine, l’in-

tensité de fluorescence est augmentée de 39 % lors de l’utilisation d’OPA. Cette

surévaluation est légèrement inférieure en présence de 4-MO-OPA (33 %) (Fi-

gure 3.30).

Enfin, la dernière partie de l’étude a eu pour objectif d’éprouver les deux

agents de dérivation sur des échantillons réels de thon albacore (Thunnus alba-
cares) artificiellement dopés à l’histamine à 16 et 149 mg/kg. Une surestimation

de la quantité d’histamine a été observée à la fois sur le thon dopé à 16 et

149 mg/kg que ce soit avec l’OPA ou le 4-MO-OPA (Figure 3.30). Ce résultat

pourrait s’expliquer par la présence supposée d’autres AB dont l’agmatine étant

donné l’absence de séparation chromatographique en amont de l’analyse (Fi-

gure 3.30).

En perspective, l’influence de la présence d’un plus grand panel d’AB et

de composés susceptibles de se trouver dans les échantillons comme les acides

aminés ou les thiols pourrait être évaluée. Enfin, des analyses sur échantillons

réels dont la composition en AB est connue devront également être effectuées.

Par ailleurs, des enzymes comme l’agmatine déiminase pourraient être utilisées
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pour dégrader sélectivement les AB susceptibles d’interférer lors de l’analyse de

l’histamine.

Figure 3.30 – Diagramme de comparaison des propriétés de l’analyse de l’hista-
mine par fluorescence moléculaire utilisant soit l’OPA soit le 4-MO-OPA en tant
qu’agent de dérivation.

bla



Section expérimentale B
Protocoles d’analyses par UV et

fluorescence moléculaire des AB

Afin d’établir une comparaison, tous les protocoles validés sur l’OPA ont été

translatés au 4-MO-OPA. L’unique paramètre variable se situe au niveau de la

durée entre la mise en contact de l’OPA ou du 4-MO-OPA avec l’histamine et la

réalisation de l’analyse. Pour l’OPA, cette durée correspond à 24 h, alors que pour

le 4-MO-OPA , elle se situe à 15 min avec un contrôle à 24 h. L’étude cinétique a

toutefois été menée sur une durée de 0 à 50 h (Sections 3.1.1.2.3 et 3.1.2.2.3).

Pour l’ensemble des analyses des AB en présence d’OPA ou de 4-MO-OPA,

les consignes suivantes ont été respectées :

— l’ensemble des réactifs a été conservé à 4 ◦C dans l’obscurité,

— toutes les solutions mères et intermédiaires ont été conservées au maximum

une semaine dans l’obscurité et à basse température,

— les AB n’ont été mises en contact avec l’OPA ou le 4-MO-OPA que lors de

la réalisation des solutions filles finales,

— tous les pH ont été fixés en amont du mélange des 4-HO-OPA et 4-MO-

OPA avec les AB,

— les solutions ont été placés à 4 ◦C dans l’obscurité dès la mise en solution

des réactifs.
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Chapitre 4
Synthèses et caractérisations des QD

Le schéma du dispositif proposé pour l’analyse de l’histamine, détaillé en in-

troduction du chapitre 2 et repris ici (Figure 4.1), montre que le 4-HO-OPA offre

une voie de jonction avec le ligand du QD. Deux constituants, le QD et le ligand,

sont également nécessaires à cette construction et font l’objet de l’étude détaillée

de ce chapitre.

Figure 4.1 – Schéma proposé pour la composition du dispositif QD/Ligand/OPA.

La nature des semi-conducteurs composant le cœur du QD correspond à la

première interrogation. Le choix s’est porté sur un cœur composé de cadmium

et sélénium (CdSe) en raison de leur longueur d’onde d’émission qui couvre

la majeure partie du domaine visible (du bleu au rouge)[101] mais également

par le référencement de leur synthèse en milieu aqueux assurant l’hydrosolubi-

lité nécessaire à leurs applications biologiques (Section 1.3.3.2.2). En effet, un

QD dont la synthèse est initialement réalisée en milieu organique doit ensuite su-

bir une encapsulation ou un échange de ligands pour devenir hydrosoluble. Ces

transformations impacteraient soit l’approche de l’histamine, soit le rendement

quantique de fluorescence (sect 1.3.3.3).
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Le second élément à fixer correspond au choix de la structure du ligand.

Ces derniers sont nécessaires à la fois pour stabiliser la nanostructure et pour

favoriser le retour à l’état fondamental du système avec émission de fluorescence.

Les QD hydrosolubles à base de CdSe sont généralement stabilisés par des

ligands thiolés et comportent un groupement acide carboxylique assurant leur

solubilité aqueuse (Section 1.3.3.2.2). Ici, l’une des deux extrémités du ligand

doit également permettre le greffage entre le QD et le dérivé d’OPA ; le choix des

fonctionnalisations (F1 et F2) est donc stratégique.

En absence d’expertise en QD au sein du laboratoire, la première phase de

cette étude s’est orientée sur la synthèse référencée de QD hydrosolubles de

CdSe stabilisés par un ligand de type acide 11-mercaptosuccinique (MSA) ,

thioacide comportant une chaîne carbonée de petite taille afin de ne pas éloigner

l’histamine du QD pour permettre son analyse. Cette synthèse a par ailleurs été

étendue à trois modes d’activation : thermique, micro-ondes et ultrasons afin

de confronter les caractéristiques et propriétés issues de ces tests. Enfin, une

perspective de développement sera présentée pour finaliser la construction du

dispositif.

4.1 Synthèses et caractérisations de QD de CdSe sta-

bilisés par MSA (système direct)

4.1.1 Synthèses de QD de CdSe stabilisé par MSA

La synthèse des QD hydrosolubles à base de CdSe se déroule en trois étapes :

les deux premières consistent à synthétiser séparément les précurseurs de sélé-

nium et de cadmium et la dernière correspond à la synthèse du QD.

En effet, la littérature indique que les synthèses de QD par voie thermique et

par activation sonochimique entraînent l’obtention de QD de CdSe alors que la

voie par irradiation micro-ondes conduit à des QD « alliage » CdSe/CdS de types

cœur/coquille CdSe/CdS dont les propriétés (diamètre du cœur et longueur

d’onde d’émission) sont différentes.

Par conséquent, trois procédés d’activation ont été étudiés pour la formation
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du QD :

— par voie thermique,

— par irradiation par micro-ondes,

— et par activation sonochimique.

4.1.1.1 Synthèse des précurseurs de sélénium

Le but de cette étape est d’activer le sélénium en présence de NaBH4 afin de

former le précurseur NaHSe selon le protocole de Aldeek et al.[130] et adapté de

Klayman et Griffin
[190] (Équation 4.1).

2 Se0 + 4 NaBH4 + 7 H20 2 NaHSe + Na2B407 + 14 H2

Équation 4.1 – Équation de la réaction du sélénium solide en présence de
NaBH4 pour former NaHSe.

4.1.1.2 Synthèses des précurseurs de cadmium

En parallèle, une solution est préparée à pH basique dont la valeur doit être

supérieure au pKa de la fonction polaire du ligand afin de permettre la formation

de complexes Cd2+/thiol insoluble en milieu aqueux acide ou neutre. Ainsi, les

QD ioniques finaux auront une meilleure dispersion dans le milieu et leurs

agrégations seront limitées par répulsions électrostatiques. Le mélange obtenu

est ensuite placé dans un vial scellé et dégazé à l’azote pour limiter l’oxydation

du précurseur de séléniure lors de son utilisation future.

Les synthèses ont été adaptées de celles de Aldeek et al.[124,130,191] et de

Kauffer et al..[192,193]

4.1.1.3 Synthèses des QD de cadmium et sélénium

Suite à la synthèse des précurseurs, une injection rapide sous agitation vigou-

reuse de séléniure Se2− est effectuée à TA dans la solution de cadmium Cd2+ afin

de favoriser la création des premiers germes de QD. Enfin, selon le mode d’acti-

vation (thermique, micro-ondes, ultrasons), la solution colorée jaune obtenue

contenant les premiers germes de QD de cadmium sélénium (CdSe) est alors :
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— chauffée à 110 ◦C dans un vial scellé pour une synthèse dite en milieu

aqueux (synthèse thermique),

— placée dans un réacteur micro-onde monomode sous pression à 110 ◦C (3

à 5 bars),

— placée dans un système adapté de type « cup-horn » sous ultrasons à tem-

pérature ajustée ne dépassant pas 40 ◦C.

L’activation thermique, par micro-ondes ou sonochimique a varié de 1 min à

1 h et a été stoppée par trempe dans l’eau glacée. Huit temps d’activation ont été

appliqués sur les trois voies de synthèse (Tableau 4.1) :

— Une première solution de précurseurs (P1 �) a été divisée en trois lots à

destination des réactions thermique, micro-ondes et ultrasons et celles-ci

ont été menées selon quatre temps (1, 5, 15 et 30 min).

— De manière similaire, une deuxième solution de précurseurs (P2 © ) a été

préparée pour les trois modes d’activation aux temps 3, 10, 20 et 30 min.

— Afin de confronter les résultats, un réplicat sur toutes les durées a été

réalisé selon la même méthodologie (P3 M et P4 x).

Tableau 4.1 – Méthodologie d’élaboration des QD par voies thermique, micro-
ondes et ultrasons.

Mode
Réplicat 1 Réplicat 2

Solution de Temps (min) Solution de Temps (min)
d’activation précurseurs 1 5 15 30 précurseurs 3 10 20 60

Thermique
P1 � � � � P2 © © © ©

P3 M M M M P4 x x x x

Micro-ondes
P1 � � � � P2 © © © ©

P3 M M M M P4 x x x x

Ultrasons
P1 � � � � P2 © © © ©

P3 M M M M P4 x x x x

À l’issue des synthèses, les solutions sont concentrées sous vide puis les

particules de QD sont précipitées à l’aide d’isopropanol, lavées et centrifugées

trois fois et séchées sous-vide (Figure 4.2).



4.1. Synthèses et caractérisations de QD de CdSe stabilisés par MSA 138

(a) Lumière naturelle. (b) Lumière à 365 nm.

Figure 4.2 – Photographie de QD synthétisés par voie thermique.

4.1.2 Caractérisation des QD de CdSe/MSA

Deux types d’analyse ont été réalisés pour caractériser les QD. En premier

lieu, les propriétés optiques (absorption et émission) ont été contrôlées et ont

permis de déterminer le diamètre du cœur de CdSe grâce à la longueur d’onde du

premier pic excitonique présent sur les spectres d’absorption selon l’équation de

Yu et al.[148] adaptée de celle de Brus
[95,96] (Section 1.3.2.1). Puis, dans un second

temps, des analyses structurales par Diffraction des Rayons X (DRX) et par Spec-

trométrie d’émission atomique à plasma à couplage inductif (ICP-AES) ont été

réalisées pour déterminer la structure de QD (CdSe/MSA ou CdSe/CdS/MSA).

4.1.3 Propriétés optiques : Spectres d’absorption et d’émission

À l’issue des synthèses, les QD ont été conservés à −18 ◦C dans l’isopropanol

afin d’éviter leur oxydation. Un séchage sous vide ainsi qu’une dissolution dans

de l’eau ultra-pure sont réalisés avant d’effectuer les analyses spectroscopiques

UV et de fluorescence moléculaire.

Les spectres UV des 48 échantillons issus des synthèses ont été réalisés à

TA de 200 à 800 nm avec un pas de 0,05 nm. À partir de ces spectres, la longueur

d’onde du premier pic excitonique (λmax), caractérisé par un épaulement au

seuil d’absorption et correspondant à l’état excité d’énergie le plus faible, peut

être déterminée (Figure 4.3a). Cette longueur d’onde correspond au minimum

d’inflexion de la dérivée seconde du spectre UV (Figure 4.3b).
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(a) Spectres d’absorption et d’émission d’un QD de CdSe/MSA avec
une synthèse de 30 min par irradiation micro-ondes.
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(b) Spectre de la dérivée seconde du spectre UV de l’échantillon
relevé à 30 min par irradiation micro-ondes.

Figure 4.3 – Spectres d’absorption, d’émission et de la dérivée seconde du spectre
d’absorption d’un QD de CdSe/MSA avec une synthèse de 30 min par irradiation
micro-ondes.
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La seconde valeur expérimentale remarquable sur ce spectre correspond à

l’absorbance associée à la longueur d’onde du premier pic excitonique.

À partir de ce couple de valeurs et en appliquant les équations de Yu et

al.[148] et Brus,[95,96] le diamètre du cœur du QD de CdSe , le coefficient d’extinc-

tion molaire et la concentration de la solution de QD peuvent être déterminés

(Section 1.3.4).

Les spectres de fluorescence moléculaire ont été enregistrés à 20 ◦C à partir

des solutions caractérisées précédemment (Section 1.3.4.1) et à une longueur

d’onde d’excitation de 400 nm.

4.1.3.1 Caractérisations des QD obtenus par voie thermique

La synthèse par voie thermique utilisée (Section 4.1.1) a donné accès à des

échantillons de diamètre de 1,64 à 3,24 nm, émettant entre 496 et 580 nm (Fi-

gure 4.4).

Figure 4.4 – Évolution de la longueur d’onde d’émission en fonction du diamètre
du cœur des QD obtenus par voie thermique.

Deux zones de tailles sont particulièrement observables :

— une zone strictement inférieure à 1,84 nm pour laquelle les échantillons

n’ont pas une longueur d’onde d’émission proportionnelle à leur diamètre.
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Ils ne sont donc pas considérés comme des QD mais présentent une émis-

sion due aux défauts de surface.

— une zone entre 1,84 et 3,24 nm associée à des QD émettant entre le vert

(496 nm) et l’orange (578 nm).

À titre de remarque, pour un lot donné, le diamètre augmente en fonction

de la durée de synthèse. Toutefois, deux lots issus de précurseurs différents

(exemple P1 et P3) ne conduisent pas à des QD ayant les mêmes caractéristiques

de taille (et d’émission). Cette observation corrobore les données de la littérature

qui n’associe jamais une durée de synthèse à un diamètre de QD (Figure 4.5).

Par ailleurs, même si un temps de réaction ne peut être associé à un diamètre

précis de cœur, une augmentation du diamètre du cœur du QD en fonction de la

durée de la synthèse est observée pour chaque lot de précurseurs. L’augmentation

de la durée d’activation conduit par conséquent à des émissions de longueur

d’onde élevée.
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Figure 4.5 – Évolution du diamètre du cœur de CdSe en fonction du temps de
synthèse par voie thermique.
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4.1.3.2 Caractérisations des QD obtenus par irradiation micro-ondes

QD La synthèse par irradiation micro-ondes (Section 4.1.1) a donné accès

à des échantillons de QD de diamètre de 2,10 à 3,41 nm émettant entre 510 et

582 nm (Figure 4.6).

Figure 4.6 – Évolution de la longueur d’onde d’émission en fonction du diamètre
du cœur des QD obtenus par irradiation micro-ondes.

Deux zones de tailles sont également observables :

— une zone entre 2,10 et 3,26 nm associée à des QD émettent entre le vert

(510 nm) et l’orange (582 nm),

— une zone strictement supérieure à 3,26 nm pour laquelle les échantillons

n’ont pas une longueur d’onde d’émission proportionnelle à leur diamètre.

Ils ne sont donc pas considérés comme des QD dans une première ap-

proche.

En conclusion, ces plages de diamètre et longueur d’onde sont légèrement

plus restreintes que celles obtenues par voie thermique (environ −15 %). Cette

méthode permet donc d’obtenir des QD aux propriétés optiques plus limitées.

Par ailleurs, l’augmentation du temps de synthèse aboutit à un cœur de

diamètre plus important au sein d’un même lot.
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4.1.3.3 Caractérisations des QD obtenus par activation sonochimique

La synthèse par activation sonochimique (Section 4.1.1) a donné accès à des

échantillons de QD de diamètre de 1,64 à 2,21 nm émettant entre 546 et 620 nm

(Figure 4.7).

Figure 4.7 – Évolution de la longueur d’onde d’émission en fonction du diamètre
du cœur des QD obtenus par activation sonochimique.

Pour ce type de synthèse, trois zones de tailles sont observables :

— une zone strictement inférieure à 1,72 nm pour laquelle les échantillons

n’ont pas une longueur d’onde d’émission proportionnelle à leur diamètre.

Ils ne sont donc pas considérés comme des QD mais présentent une émis-

sion de défauts.

— une zone entre 1,72 et 2,11 nm associée à des QD émettent entre le vert

(546 nm) et l’orange-rouge (620 nm),

— une zone strictement supérieure à 2,11 nm pour laquelle les échantillons

n’ont pas une longueur d’onde d’émission proportionnelle à leur diamètre.

Ils ne sont donc pas considérés comme des QD dans une première ap-

proche.

En conclusion, cette méthode de synthèse est celle qui présente la plage de

variation la plus restreinte (73 % et 66 % de moins) par rapport aux voies ther-
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mique et micro-ondes. De plus, l’augmentation du temps de réaction ne garantit

pas une augmentation du diamètre du cœur contrairement à ce qui avait été

constaté lors des deux premiers types de synthèse. Ce résultat pourrait s’expli-

quer par les effets mécaniques liés à la cavitation limitant ainsi la croissance des

nanoparticules.[194]

En revanche, malgré l’obtention de cœur de plus faible diamètre, cette mé-

thode permet de produire des QD ayant une plage de longueur d’onde de fluo-

rescence très similaire à l’irradiation micro-ondes avec toutefois l’observation

d’un effet bathochrome de 40 nm.

4.1.3.4 Comparaison des diamètres de cœur et des longueurs d’onde d’émis-
sion des QD de CdSe/MSA obtenues par les trois modes d’activation

Les propriétés optiques des QD obtenues par les trois modes d’activation ont

été déterminées selon la méthode de Brus
[95,96] puis comparées (Tableau 4.2).

Les QD obtenus par voie thermique et activation micro-ondes possèdent des

diamètres et des longueurs d’onde de plages équivalentes et ont donc des carac-

téristiques similaires.

En revanche, les QD synthétisés par activation sonochimique montrent des

diamètres plus faibles et ont une dispersion de taille trois fois plus réduite que

ceux obtenus par les méthodes thermiques et micro-ondes malgré une gamme

de longueur d’onde d’émission comparable. Enfin, la composition des cœurs

de QD obtenus par sonochimie est différente de celle des QD obtenus par voie

thermique et activation micro-ondes car malgré des diamètres de cœur plus

faible, un effet bathochrome de 40 nm sur la longueur d’onde d’émission des

particules est observé.

Tableau 4.2 – Comparaison des diamètres de cœur et longueurs d’onde d’émis-
sion des QD selon le mode d’activation des synthèses.

Mode Diamètre du coeur (nm) Longueur d’onde (nm)
d’activation Plage ∆ Plage ∆

Thermique 1,84 - 3,24 1,40 496 - 578 82
Micro-ondes 2,10 - 3,26 1,16 510 - 582 72

Ultrasons 1,72 - 2,11 0,39 546 - 620 74
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4.1.4 Propriétés structurales : Diffraction des Rayons X (DRX)

et Spectrométrie d’émission atomique à plasma à couplage

inductif (ICP-AES)

Trois échantillons, issus de la même synthèse de précurseurs, obtenus res-

pectivement par voie thermique, micro-ondes et ultrasons ont été sélectionnés

afin de comparer leur structures cristallines par DRX. Des diamètres et des

longueurs d’onde d’émission similaires correspondent aux paramètres de sélec-

tion des QD synthétisés par activation thermique et micro-ondes. En revanche,

en absence de paramètres de taille et longueurs d’onde d’émission comparable

entre la méthode sonochimique et les deux autres, la sélection a été effectuée par

rapport à une durée de synthèse identique à celle menée par micro-ondes.

En résumé, les échantillons sélectionnés ont été :

- pour la voie thermique : blablablabla blablablabla blablablabla blablablabla

Synthèse de 30 min (diamètre de 2,30 nm et émission à 520 nm),

- pour l’irradiation micro-ondes : blablablabla blablablabla blablablabla bla

Synthèse de 15 min (diamètre de 2,34 nm et émission à 519 nm),

- pour l’activation sonochimique : blablablabla blablablabla blablablabla bla

Synthèse de 15 min (diamètre de 1,88 nm et émission à 580 nm).

4.1.4.1 Analyses par DRX

D’après la fiche Joint Committee on Powder Diffraction Standards (JCPDS),

le CdSe est caractérisé par trois pics de diffraction majoritaires (à environ 25,5°,

42,0° et 49,8°) et trois minoritaires (à environ 61,0°, 67,0° et 72,5°). De même, le

CdS est lui caractérisé par quatre pics majoritaires (à environ 26,5°, 30,5°, 44,0°

et 52,0°) et quatre minoritaires (à environ 54,5°, 64°, 70,2° et 72,5°).

L’analyse des trois échantillons par DRX a permis d’obtenir deux types de

diffractogrammes ; les résultats obtenus pour les échantillons thermiques (Fi-

gure 4.8) et micro-ondes (Figure 4.9) sont très similaires et permettent d’identi-

fier sans ambiguïté les cristaux de CdS induisant la présence d’une coquille de

CdS et probablement d’un cœur de CdSe. Quant au spectre DRX de l’échantillon

obtenu par voie sonochimique (Figure 4.10), son profil est clairement distinct de
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celui issu des échantillons obtenus par voies thermique et micro-ondes. Toute-

fois, la comparaison des pics de diffraction avec ceux de la base de données de

l’instrument n’a pas permis de définir une composition spécifique.
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Figure 4.8 – Spectre DRX obtenu pour l’échantillon préparé par méthode ther-
mique.
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Figure 4.9 – Spectre DRX obtenu pour l’échantillon préparé par irradiation
micro-ondes.
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Figure 4.10 – Spectre DRX obtenu pour l’échantillon préparé par activation
sonochimique.

4.1.4.2 Analyses par ICP-AES

Pour compléter ces résultats, les teneurs en cadmium, sélénium et soufre ont

été déterminées par ICP-AES. L’analyse indique que le pourcentage de cadmium

est constant pour les trois échantillons alors que le sélénium est trois fois moins

présent dans l’échantillon obtenu par sonochimie. Par ailleurs, le rapport Cd sur

Se est constant (6,1 à 6,3) sur les échantillons issus des activations thermiques et

micro-ondes mais diffère (12,9) pour celui effectué par sonochimie (Tableau 4.3).

Tableau 4.3 – Pourcentage de Cadmium, Sélénium et Soufre et rapport Cd/Se et
Cd/S selon les méthodes d’activation thermique, micro-ondes et ultrasons .

Activation Cadmium (%) Sélénium (%) Soufre (%)

Thermique 40,3 6,6 6,4
Micro-ondes 39,4 6,2 8,6

Ultrasons 31,4 2,4 4,6
bla

Activation Rapport Cd sur Se Rapport Cd sur S

Thermique 6,1 6,3
Micro-ondes 6,3 4,6

Ultrasons 12,9 6,9
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En conclusion, l’identification par DRX d’un cœur supposé de CdSe et d’une

coquille CdS sur les deux échantillons thermique et micro-onde donne un même

ordre de grandeur pour le rapport Cd sur Se (6,1 à 6,3) et Cd sur S (6,3 à 4,6) en

ICP-AES. En sonochimie, une valeur en rapport Cd sur Se de 12,9 et de Cd sur S

de 6, 9 en ICP-AES, combinée à l’analyse du spectre DRX montrant l’absence de

raies de diffraction caractéristique de CdSe et CdS laissent supposer la présence

d’une autre structure toutefois encore non identifiée à ce jour.

4.1.5 Comparaison des résultats de caractérisation de QD avec

la littérature

Selon la littérature, l’activation thermique des précurseurs de cadmium et de

sélénium en présence de MSA conduit à des QD de type CdSe ou CdSe/CdS selon

les conditions de température et de pression.[192,193] Aucun travail, à notre

connaissance, ne fait référence à la synthèse de QD à base de cadmium et de

sélénium en présence de MSA tant en irradiation micro-ondes qu’en sonochimie.

Toutefois, des études similaires sont référencées avec l’acide mercaptoacétique

(MAA)[195-197] (Tableau 4.4).

Tableau 4.4 – Comparaison des structures des QD obtenues par rapport à la
littérature.

Mode Ce travail Littérature
d’activation MSA MSA MAA

Thermique (P=1atm) / CdSe[192,193] CdSe[198]

Thermique (autoclave) CdSe/CdS CdSe/CdS[192,193] /
Micro-ondes (sous pression) CdSe/CdS / CdSe/CdS[195]

Ultrasons ? / CdSe[196,197]

Par comparaison avec les travaux de Kauffer et al.,[192,193] l’accès aux QD de

type CdSe/CdS obtenus ici par voie thermique pourrait s’expliquer par la pres-

sion générée au sein des vials scellés (initialement dédiés à la synthèse sous

MAOS) chauffées à 110 ◦C.

L’activation par micro-ondes conduit à des QD de CdSe/CdS, ce qui s’ap-

parente aux résultats référencés pour le MAA.[195] Ces expériences réalisées
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sous pression (ici 4 à 5 bars) posent néanmoins la question de l’apport réel des

micro-ondes. Une expérience menée en système ouvert pourrait répondre à ce

questionnement.

L’absence de raies de diffraction en DRX correspondant au CdSe et CdS tend

à établir que le QD synthétisé par sonochimie se différencie de la littérature

(CdSe avec MAA) sans qu’une composition exacte du QD n’ait pu être attri-

buée. La comparaison des études réalisées sous ultrasons reste toutefois très

complexe au vu des facteurs qui influencent le phénomène de cavitation comme

la température, la présence de gaz dissous ou encore la puissance employée et

absorbée.[199] Il est noté que dans les travaux de Han et al.[196] une température

de 90 ◦C a été atteinte au bout d’une heure et qu’une irradiation de 3 h a été

appliquée sans indication de la température à l’issue de la réaction décrit par

Bao et al..[197] Dans cette étude, une température ajustée à 40 ◦C pendant toutes

les durées d’irradiation ainsi qu’une expérience silencieuse menée à 40 ◦C par

voie thermique tendent à prouver que la formation du QD soit ici uniquement

lié à l’activation par ultrasons.

En perspective, une détermination du diamètre, de la structure cristalline

ainsi que de la forme de l’ensemble des QD devra être réalisée par TEM. Elle

permettrait notamment de comparer le diamètre réel avec celui déterminé par

la méthodologie de Brus
[95,96] réalisée pour des QD de CdSe.

4.1.5.1 Informations complémentaires

Les synthèses de QD ont été reconduites pour approfondir leur caractérisa-

tions mais n’ont toutefois pu être reproduites malgré de nombreux essais. Afin

d’examiner les causes de cette non répétabilité, plusieurs actions correctives,

présentées dans le Tableau 4.5, ont été menées mais sans succès.
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Tableau 4.5 – Problématiques identifiées et actions menées lors de la non répé-
tabilité des synthèses de QD de CdSe.

Biais envisagé Solution testée

Contamination ou dégradation d’un
des réactifs

Achat de nouveaux réactifs (Sélénium
en poudre, CdCl2+2,5H2O, NaBH4,

MSA, NaOH)
Contamination d’un élément de

verrerie
Utilisation d’un matériel entièrement

neuf
Contamination du gaz (N2) Utilisation d’une autre bouteille

Température de l’activation du
sélénium

Étude de température de la formation
des précurseurs de sélénium

Formation de sous-produits dus au
pH

Étude du pH lors de la formation des
précurseurs de cadmium

4.2 Bilan et perspectives de synthèses de QD fonc-

tionnalisés avec l’OPA (système QD-récepteur)

À ce stade de l’étude, l’optimisation des rendements de la synthèse du 4-

HO-OPA permet d’envisager son accès en quantité suffisante et les QD de type

CdSe/MSA hydrosolubles ont été obtenues même si les problèmes de répétabilité

sont encore à résoudre (Figure 4.11).

Figure 4.11 – Schéma proposé pour la composition du dispositif QD/Ligand
thiolé/OPA

Pour achever l’ensemble du dispositif, l’objectif suivant concerne la réali-
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sation de la jonction complète du système QD/espaceur/OPA qui peut être

envisagée selon deux stratégies (Figure 4.12) :

— une synthèse initiale du QD de cœur de CdSe avec un ligand thiolé et

fonctionalisé à l’autre extrémité afin de permettre la fonction avec le 4-HO-

OPA.

— une synthèse du ligand thiolé déjà greffé avec le 4-HO-OPA qui est ensuite

réintégré dans la synthèse du QD.

Figure 4.12 – Schéma proposé pour les rétrosynthèses du dispositif QD/Ligand
thiolé/OPA

L’étude de la réactivité de la fonction phénolique laisse entrevoir deux possibi-

lités de fonctionnalisation (F2) du ligand : une fonction chlorée ou un anhydride

d’acide.

Pour la voie 1, la synthèse initiale du QD /ligand en milieu aqueux basique

ne peut être envisagée avec l’anhydride d’acide et laisse supposer une polyméri-

sation du ligand thiolé comportant une fonction chlorée.

La voie 2 semble concevable par réaction du 4-HO-OPA sur l’anhydride

acétylthiosuccinique. La régiosélectivité de l’attaque du phénol sur ce dérivé

a été testé et permet d’envisager une synthèse selon le schéma représenté en

Figure 4.13.[200,201] Ce modèle reste toutefois à valider notamment sur l’incerti-

tude liée à la réactivité des fonctions aldéhydiques lors de la synthèse finale des

QD.
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Figure 4.13 – Proposition de synthèse du greffage du 4-HO-OPA avec l’anhydride
acétylthiosuccinique.

4.3 Conclusion

La synthèse de QD stabilisés par MSA pour l’analyse directe de l’histamine a

été effectuée par voie thermique, irradiation micro-ondes et activation sono-

chimique. Leurs caractérisations ont été réalisées par spectroscopie UV et par

fluorescence moléculaire afin de déterminer leurs propriétés optiques, et par

DRX et ICP-AES pour la détermination de leurs propriétés structurales.

Les QD synthétisés par voie thermique et micro-ondes sont de type CdSe/CdS

clairement identifiés par DRX. De même, leur diamètre de cœur et leur gamme

de longueur d’onde d’émission sont similaires. Ces observations sont conforment

à celles de la littérature précisant la présence de coquille CdS lors de synthèse

par voie thermique sous pression (Sections 1.3.3.2.2 et 1.3.3.2.3).

Enfin, la méthode de synthèse par activation sonochimique a permis de syn-

thétiser des QD ayant des propriétés totalement différentes et non décrites dans

la littérature à ce jour ; ces QD sont de diamètre plus restreint mais présentent

des longueurs d’onde d’émission plus élevées (environ 40 nm vers le rouge)

indiquant que la nature du cœur diffère de celle des QD de type CdSe/CdS préa-

lablement obtenus. Les analyses effectuées par DRX et ICP-AES confirment cette

différence structurale sans toutefois pouvoir leur associer une structure définie.

Celle-ci devra donc être déterminée notamment par TEM.



Section expérimentale C
Protocoles de synthèse des QD

C.1 Synthèse des précurseurs de NaHSe

76 mg de NaBH4 (2,0 mmol) sont introduits sous atmosphère inerte (N2) dans

un vial scellé contenant 1,0 mL d’eau ultra-pure préalablement dégazée sous N2.

Après ajout de 79 mg de sélénium en poudre (1,0 mmol). Le mélange est alors

placé sous forte agitation à 0 ◦C. Après 3 h, la poudre de sélénium solide a laissé

place à une solution limpide de NaHSe. Enfin, 19 mL d’eau ultra-pure dégazée

sous N2 sont ajoutés au mélange pour obtenir une solution à 0,05 mol/L.

C.2 Synthèse des précurseurs de Cd2+/MSA

Pour chaque échantillon, 3,1 mg de CdCl2 · 2,5 H2O (13,4 µmol) et 2,1 mg

de MSA (14,1 µmol) sont dissous dans 13 mL d’eau ultra-pure. Le pH est ajusté

à 10 à l’aide d’une solution de soude à 0,1 mol/L, puis la solution incolore est

dégazée 30 min sous azote.

C.3 Synthèse des QD CdSe/MSA

64 µL de la solution de NaHSe à 0,05 mol/L (3,2 µmol) sont injectés rapide-

ment à la solution de cadmium qui est immédiatement agitée afin de l’uniformi-

ser. Selon le type d’activation, les échantillons sont séparés en trois lots :

- pour les synthèses thermiques : les échantillons sont placés dans un vial scellé

sous forte agitation et chauffés à 110 ◦C,
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- pour les synthèses sous irradiation micro-ondes : les échantillons sont placés

dans un vial micro-ondes scellé sous forte agitation et chauffés à 110 ◦C

dans un four monomode,

- pour les synthèses par activation sonochimique : les échantillons sont placés

dans un vial scellé dans un système adapté de type « cup-horn » à TA . Une

régulation de la température, n’excédant jamais plus de 40°C, est obtenue

par refroidissement ponctuel du bain d’eau.

Dans les trois cas, la croissance des QD est stoppée par une trempe dans un

bain de glace. Puis, les solutions sont concentrées sous vide à 10 % du volume

initial, précipitées par deux volumes d’isopropanol et centrifugées 15 min à

4000tr/min. Enfin, les QD sont lavés trois fois à l’aide d’un même volume

d’isopropanol et séchés sous vide.



Conclusion générale

L’objectif de ce travail consistait à élaborer des QD fonctionnalisés par un

dérivé d’OPA pour l’analyse des AB et plus particulièrement de l’histamine.

En premier lieu, deux dérivés de l’OPA ont été synthétisés : le 4-MO-OPA,

dont les propriétés ont été par ailleurs exploitées pour l’analyse par fluorescence

moléculaire de l’histamine, et le 4-HO-OPA, dont la présence de la fonction

phénol permet d’élargir les possibilités de greffage et de fonctionnalisation de

l’OPA. Pour cela, trois voies de synthèse ont été exploitées ; la première voie

donne accès au 4-MO-OPA à partir de l’alcool furfurylique avec un rendement

global de 51 % et la seconde se réalise à partir du 3,4-diméthylphénol avec un

rendement de 22 %. Enfin, la dernière synthèse s’effectue à partir de l’acide 3-

méthoxybenzoïque et conduit au 4-MO-OPA avec un rendement de 49 %. Parmi

ces trois méthodes, la première est la plus robuste. Son optimisation a permis

d’accéder à un rendement global 10 fois supérieur à la littérature dédiée.

Dans un second temps, les propriétés du 4-MO-OPA en tant qu’agent de

dérivation vis-à-vis de l’histamine ont été évaluées et comparées à celles de

l’OPA. Pour cela, les conditions optimales de complexation des deux dialdéhydes

(OPA et 4-MO-OPA) avec l’histamine ont été définies afin d’obtenir l’intensité

d’émission de fluorescence moléculaire la plus élevée. L’histamine a été ainsi

dérivée avec l’OPA puis avec le 4-MO-OPA et analysée selon un processus

itératif. Une analyse réalisable très rapidement et des limites de détection et de

quantification cinq fois plus faibles représentent les atouts majeurs du 4-MO-

OPA.

La sélectivité de l’analyse a ensuite été évaluée en présence d’un mélange

d’AB réalisé à partir de standards d’agmatine, de cadavérine, de putrescine et de

spermidine. Des interférences liées à la présence d’agmatine aboutissant à une

surestimation de la quantité d’histamine ont été relevées pour le 4-MO-OPA et,

de manière usuelle, pour l’OPA. Enfin, les deux agents de dérivation ont été
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éprouvés sur des échantillons réels de thon albacore artificiellement dopés à

l’histamine sur laquelle une surestimation a été observée.

Le second élément clé réalisé lors cette étude correspond à des QD hydroso-

lubles de cadmium et sélénium stabilisés par MSA. Leur synthèse a été effectuée

par voie thermique, par irradiation micro-ondes et par activation sonochimique.

L’analyse de leurs caractéristiques structurales et propriétés optiques a permis

de classer les QD en deux types. Ainsi, les QD obtenus par voie thermique et

micro-ondes possèdent des propriétés optiques similaires (diamètre de cœur

et gamme de longueur d’onde d’émission) et sont de type CdSe/CdS. Enfin, la

méthode de synthèse par activation sonochimique a permis de réaliser des QD de

diamètre plus restreint et présentant un effet bathochrome sur leur longueur

d’onde d’émission d’environ 40 nm indiquant une nature du cœur différente de

celle des QD obtenus par voies thermique et micro-ondes.



Perspectives

Les intolérances et intoxications liées à un taux élevée d’histamine dans

les denrées alimentaires restent un problème de santé publique justifiant les

efforts de la communauté scientifique. Ce travail, au travers de la synthèse de

dérivés d’OPA, de l’étude de leurs propriétés de fluorescence moléculaire et de la

synthèse de QD établit, pour le laboratoire, une base solide vers l’amélioration de

l’analyse fluorimétrique des AB. Celle-ci nécessite néanmoins d’être consolidée

mais ouvre également des axes de développement complémentaires.

La fonctionnalité amenée par le groupement phénolique du 4-HO-OPA mé-

rite d’être exploitée. En effet l’optimisation de synthèse présentée dans ce travail

doctoral a permis de garantir un accès au 4-HO-OPA avec un rendement 10 fois

supérieur à celui de la littérature. Le greffage du 4-HO-OPA sur une matrice

solide permettrait d’envisager une étape unique de purification d’échantillon et

de dérivation des AB, en amont d’une séparation chromatographique.

D’un point de vue analytique, un essai inter-laboratoire pourrait être mené

afin d’éprouver les capacités de détection du 4-MO-OPA par rapport à l’OPA dans

des conditions expérimentales régies par la norme AOAC. Cette démarche per-

mettrait de confirmer l’abaissement des limites de détection du 4-MO-OPA pré-

senté dans le chapitre 3. De plus, la stabilité des longueurs d’onde d’excitation

et d’émission des complexes 4-MO-OPA/AB pourrait permettre un gain en

précision de la méthode.

Concernant la synthèse de QD, des études devront être réalisées afin d’éluci-

der la structure du QD obtenu par voie sonochimique et d’étudier ses propriétés

photophysiques. En l’état actuel de nos connaissances, aucune trace dans la litté-

rature scientifique ne fait référence de QD composés de cadmium et de sélénium

(stabilisés par MSA) synthétisés par sonochimie à « basse température ». Ces

résultats préliminaires sont donc à conforter

Des compléments d’études pourront être menés sur la jonction QD/4-HO-

OPA à l’aide de l’anhydride acétylthiosuccinique décrit dans le chapitre 4. Après
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s’être assuré de l’efficacité de la jonction, l’étude du système QD-OPA pourra être

entreprise vis-à-vis de l’histamine dans un premier temps avant d’être élargie

aux solutions complexes d’AB voire aux échantillons réels.
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Annexe I
Matériel et méthodes

Les réactifs chimiques et les solvants proviennent de sources commerciales
(Acros Organics, Fischer Scientific et Sigma Aldrich) et sont utilisés sans
purification préalable.

Les spectres de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) sont enregistrés sur
un spectromètre Brucker Avance II 400 opérant à 400 MHz pour le proton et
à 100 MHz pour le carbone. Les déplacements chimiques sont donnés en ppm
par rapport au Tétraméthylsilane (TMS) . Les spectres sont calibrés sur le signal
résiduel du solvant deutéré utilisé. La multiplicité des signaux est indiquée
comme suit : s=singulet, d=doublet, t=triplet, q=quatruplet, qi=quintuplet,
m=multiplet. Les constantes de couplage sont données en Hertz (Hz).

Les spectres de Spectrométrie de masse à haute résolution avec ionisation par
électronébulisation (HRMS-ESI) ont été enregistrés à l’aide d’un spectromètre
Agilent 6540 Accurate-Mass Quadrupole Time-of-Flight (Q-TOF) équipé d’une
source d’ionisation electrospray en mode positif de type Agilent Jet Stream.

Les spectres infrarouges ont été enregistrés entre 400 et 4000 cm−1 sur un
spectromètre Perkin Elmer FT-IR équipé d’un module Réflectance totale atténuée
(ATR).

Les spectres de Diffraction des Rayons X (DRX) ont été enregistré à tempéra-
ture ambiante sur un diffractomètre Brucker D8 Advance AXS. Les diagrammes
de diffraction ont été indexés par comparaison avec les fichiers du JCPDS.

Les analyses de métaux ont été réalisées au Centre Commun de Mesure par
Spectrométrie d’émission atomique à plasma à couplage inductif (ICP-AES) sur
un spectromètre Thermo Scientific iCAP 6000 series.

Les synthèses organique assistée par micro-ondes ont été réalisées en utilisant
un four initiateur Biotage de 400 W. Les échantillons ont été placés dans un
flacon scellé et irradiés avec un contrôle de température.

Les photosynthèses ont été réalisées grâce à une lampe photochimique he-
liosquartz à basse pression à 350 nm (référence RC40/29).

Les expériences sous ultrasons ont été réalisées avec un appareil de type
Branson sonifier 450 (13mm de diamètre, 20 kHz) de la compagnie Branson
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ultrasonic Corporation. L’instrument peut fournir une puissance maximale de
400 W. Un système de type cup-horn a été adapté afin que la sonde soit située à
1 cm du fond du vial.

Les chromatographies sur couche mince sont réalisées sur des plaques de
silices ALUGRAM Xtra SIL G/UV254 imprégnées d’un révélateur UV. Les pro-
duits sont révélés grâce à une lampe UV (254 nm ou 366 nm).

Les séparations par chromatographie sur colonne sont réalisées sur gel de
silice 70-230 mesh en utilisant 30-40 fois le poids du brut en silice. L’automati-
sation des séparations par chromatographie sur colonne sont réalisées avec sur
colonne chromatographique automatisé de marque Interchim, modèle Puriflash
430.

Les distillations sous vide poussé sont réalisées grâce à un Kugelrohr de chez
Sigma-Aldrich couplé à une pompe secondaire atteignant 7,7.10−3mbar.

Les spectres d’absorption sont enregistrés sur un spectrophotomètre à double
faisceau Cary 100 Scan avec une cuves en optiglass 100-OS de trajet optique égal
à 10 nm.

Les spectres de fluorescence moléculaire sont enregistrés sur un spectrofluo-
rimètre Varian Cary Eclipse. Les cuves utilisées sont des cuves en quartz 100-QS
et de trajet optique égal à 10 nm. Les solvants utilisés sont de qualité HPLC et
sont dégazés dans un bain à ultrasons avant l’enregistrement des spectres de
fluorescence moléculaire.
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Abstract
4-Methoxy-ortho-phthalaldehyde and 4-hydroxy-ortho-phthalaldehyde are potentially useful molecules for fluorimetric analysis of

a variety of amines and for the elaboration of complex molecular architectures. Nevertheless, literature generally describes their

synthesis in very low yield (below 5%), mainly due to the inefficiency of the last oxidation step. In this paper, we report a reliable

synthesis of 4-substituted-ortho-phthalaldehyde analogues in 51% overall yield owing to the addition of a protecting step of the

unstable key intermediate 4,5-dihydroisobenzofuran-5-ol. Oxidation and deprotection steps were also studied in order to provide an

effective availability of these two dialdehyde compounds that may increase their future applications.
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Introduction
Benzene-1,2-dicarboxaldehyde, also called ortho-phthalalde-

hyde (OPA) was employed in different domains such as in ana-

lytical and organic chemistry. In fact, it is one of the most com-

monly used dialdehydes in fluorometric methods with regard to

the analysis of amino acids and biogenic amines [1-3]. It is also

used as a derivatization reagent in order to quantify hydrazine

by gas chromatography coupled with a mass spectrometer

detector [4]. Recently, it was adopted for the analysis of

γ-aminobutyric acid by high-performance liquid chromatogra-

phy with molecular fluorescence detection [5]. In addition to the

above manipulations, OPA and its derivatives are also valuable

reagents [6] in organic chemistry, used to generate phthalimi-

dine [7], imines [8], isoindole [9], 3-hydroxyindanone [10],

thioether macrocycles [11], macrocyclic Schiff bases [12] or

even poly(phthalaldehyde) polymers [13]; taking into account

that few studies were carried out with modified OPA on posi-

tion 3 or 4. This could probably be due to the fact that the syn-

thesis of 4-substituted OPA was, to the best of our knowledge,
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Scheme 1: Synthesis of 4,5-dihydroisobenzofuran-5-ol (3).

rarely recorded in the literature with an efficient synthetic path-

way; conjointly to the 3-substituted OPA that is even less de-

scribed.

In 1966, Khan et al. presented the synthesis of 4-hydroxy and

4-methoxy-ortho-phthalaldehyde (4-HO-OPA and 4-MeO-

OPA) by bromination and oxidation of 4-hydroxy and 4-me-

thoxy-ortho-xylene in only 5% yield [14]. 4-HO-OPA was also

described in 1997 by Taylor et al. as a crude product (via a

Diels–Alder reaction of commercially available Danishefsky

diene with 4,4-diethoxybut-2-ynal) for the synthesis of an anti-

tumor analogue [15]. This aforementioned strategy was applied

as well for the preparation of hydantoin derivatives to treat anti-

inflammatory disorders [16]. More recently, in a study of Cao et

al. [17] 4-HO-OPA was synthesized, once again in a low yield

(4%) in order to produce the cucurbit[n]uril core.

As shown by literature, the poor efficiency of 4-substituted

OPA synthesis represents a major limiting factor to their poten-

tial applications. Herein, we set forth a new protection-depro-

tection strategy which leads to 4-MeO-OPA and 4-HO-OPA as

reliable structures for organic and analytical chemistries. A

variety of protecting groups of key 4,5-dihydroisobenzofuran-5-

ol intermediate has been tested and oxidation parameters of the

dedicated structures were optimized. Finally, a rapid deprotec-

tion step was initiated to afford 4-MeO-OPA and 4-HO-OPA

with 51% overall yield.

Results and Discussion
Firstly, 2-((prop-2-ynyloxy)methyl)furan (2) was synthesized

through a reaction of furfuryl alcohol with propargyl bromide,

as is referred in the study of Cao et al. (Scheme 1) [17]. As a

matter of fact, a modification of the purification step was done

in order to quantitatively enhance the yield. An alternative sol-

vent-free microwave-assisted organic synthesis (MAOS)

protocol for 2 was also tested in a basic medium with tetrabutyl-

ammonium bromide [18]. Nevertheless, this convenient time-

saving procedure (15 minutes) shows a lower 74% yield due to

the presence of a byproduct (propargylic alcohol) as evidenced

by NMR spectroscopy. An intramolecular Diels–Alder cyclisa-

tion in a basic medium of 2 then occurred to generate 4,5-dihy-

droisobenzofuran-5-ol (3) [19].

At this step, Cao et al. [17] have chosen the direct oxidation of

4,5-dihydroisobenzofuran-5-ol (3) to obtain 4-HO-OPA by

using 2,3-dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone (DDQ) as an

oxidant. However, the yield of this reaction was very low (only

13%) mainly due to major production of OPA as is also de-

scribed in a study of Wenkert et al. [20]. In order to circumvent

the dehydration of 3 which generate OPA under oxidative

conditions, a protection strategy of the hydroxy group was

undertaken.

The only protecting group described in the literature for 4,5-

dihydroisobenzofuran-5-ol (3) is acetyl [19]. Thus, beside this

former, several protecting groups such as: methyl (Me), benzyl

(Bn), tert-butyldimethylsilyl (TBDMS) and trimethylsilyl

(TMS) were tested (Scheme 2). As summarized in Table 1,

major disparity in the yield was observed, ranging from 95% for

methyl and acetyl to only 10% for benzyl. The poor yield for

standard protection conditions could be explained by the sensi-

tivity of compound 3 to reflux conditions. Based on these

results, acetyl and methyl have been selected for the protection.

It should be mentioned that 5-acetoxy- and 5-methoxy-4,5-dihy-

droisobenzofuran appear to be shelf stable at room temperature

and can be stored for at least one month in contrast to the

5-hydroxy derivative which is liable to degradation.

Scheme 2: Protection strategy of 4,5-dihydroisobenzofuran-5-ol (3).

Following the protection of the hydroxy group, the oxidation

step was initiated in order to evaluate the stability of the pro-

tected RO-OPA and to certify the absence of OPA contamina-

tion [20]. Two major oxidants, SeO2 and DDQ were chosen for

5-methoxy and 5-acetoxy-4,5-dihydroisobenzofuran oxidation.
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Table 1: Protection of 4,5-dihydroisobenzofuran-5-ol (3).

R reactant solvent yield (%)

Ac Ac2O pyridine 95
Me MeI/NaH anhydrous dioxane 95
Bn BnCl/NaH anhydrous dioxane 10
TBDMS TBDMSCl/imidazole anhydrous THF 30
TMS TMSCl/imidazole anhydrous THF 15

Scheme 3: Oxidation of 5-substituted-4,5-dihydroisobenzofuran-5-ol in presence of SeO2 or DDQ.

Table 2: Ratio quantity of OPA formed during the oxidation of 5-substituted-4,5-dihydroisobenzofuran-5-ol on SeO2 or DDQ.

entry starting product oxydant ratio of quantity (%)

RO-OPA OPA compound 7

1 3 R = H SeO2 0 80 20
2 4a R = Ac SeO2 22 78 –
3 4b R = Me SeO2 0 0 100
4 3 R = H DDQ 50 50 –
5 4a R = Ac DDQ 0 100 –
6 4b R = Me DDQ 97 3 –

As illustrated in Scheme 3, the reaction occurred with both

reactants but ended up with variable amounts of OPA, the

desired 4-substitued ortho-phthalaldehyde and the phthalic acid

analogues 7.

Quantitative analyses were carried on the 1H NMR on the crude

mixture and the percentage of each compound was determined

by integration of aldehydic or acidic protons.

As indicated in Table 2, the results clearly show that the oxida-

tion of 3 with SeO2 (Table 2, entry 1), yields OPA as a main

product which is consistent with the study of Wenkert et al.

[20]. Similar results were observed for the oxidation of

5-acetoxy-4,5-dihydroisobenzofuran (4a) that gave 22% of

4-acetoxy-ortho-phthalaldehyde (5a) and 78% of OPA (Table 2,

entry 2). As for 5-methoxy-4,5-dihydroisobenzofuran (4b), it

was totally converted to 4-hydroxyphthalic acid (7, Table 2,

entry 3). In regard to these results, oxidation with SeO2 leads to

the unwanted products OPA and 7, so oxidation with DDQ was

initiated to avoid side products.

DDQ oxidation of 4,5-dihydroisobenzofuran-5-ol (3) led to

identical results to the literature and formed a 1:1 mixture of

4-HO-OPA (6) and OPA (Table 2, entry 4). In the case of

5-acetoxy-4,5-dihydroisobenzofuran (4a), the oxidation

prompts the total formation of OPA (Table 2, entry 5). To our

delight, the remarkable stability of the methoxy group under the

same synthesis conditions introduces the key intermediate

4-methoxyphthalaldehyde (5b) with an excellent conversion

rate and minimal OPA formation (Table 2, entry 6). Compound

5b was then isolated by column chromatography in 63% yield.

After completing the oxidation step with convincing results, the

final step of the methoxy group removal was undertaken.
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Several studies showed that OPA reacts in the presence of water

to form a cyclic 1,3-phthalandiol [21] or a dimer [22]. Taking

this into account to access pure 4-HO-OPA, it was decided to

go for anhydrous deprotection reaction, and in doing so,

keeping the dialdehyde part untouched.

Accordingly, hydrogen bromide was employed as a deprotec-

tion agent, as previously used by Borisenko et al. [23], to finally

achieve the desired product 6 but in a very poor yield (5%). A

second deprotection agent was tested, trimethylsilyl iodide, as it

was recently published by Danjou et al. [24] as a removal agent

of methoxy groups on calixarenes architectures. Although we

succeeded with the removal of methoxy groups, both aldehydes

were reduced.

Furthermore, the lithium chloride/N,N-dimethylformamide

system was tested according to the study of Fang et al. [25]

revealing that the methoxy group in the meta-position of an

electron-withdrawing substituents can be removed under micro-

wave irradiation. However, when testing the system on 5b, no

reaction occurred. Another experiment with lithium chloride/

N,N-dimethylformamide in the presence of a catalytic amount

of p-toluenesulfonic acid ended up with only the formation of

OPA.

Regeneration of phenols from methyl ethers have also been

tested by Boovanahalli et al. [26] by using an ionic liquid such

as 1-butyl-3-methylimidazolium bromide ([Bmim]Br) in the

presence of different Brønsted acids. While investigating these

conditions in combination with microwave irradiation

(Scheme 4), the desired compound 4-HO-OPA (6) was success-

fully obtained in only 30 minutes, with a good yield (75%)

when reacting with methanesulfonic acid (MsOH) as catalyst

and a quantitative yield upon its reaction with p-toluene-

sulfonic acid (p-TsOH).

Scheme 4: Synthesis of 4-hydroxy-ortho-phthalaldehyde (6) through
MAOS demethylation of 4-methoxy-ortho-phthalaldehyde (5b).

Conclusion
This study presents the highest reported yield for the synthesis

of 4-methoxy-ortho-phthalaldehyde (5b) and 4-hydroxy-ortho-

phthalaldehyde (6). For the latter, our study highlights the

necessity to protect the key intermediate 4,5-dihydroisobenzo-

furan-5-ol (3) before reaching the oxidation step. The methoxy

protecting group and the DDQ oxidation reagent were found to

be the most efficient. Moreover, deprotection of 4-methoxy-

ortho-phthalaldehyde (5b) was successfully achieved using

[Bmim]Br and p-TsOH on MAOS conditions. All the above

steps constitute a straightforward approach for the synthesis of

4-methoxy and 4-hydroxy-ortho-phthalaldehyde. The effective

availability of both these structures may now increase their ap-

plication as building blocks for future organic entities. In partic-

ular, the presence of the versatile polar anchoring group can

lead to surface modification inducing a growing interest in these

ortho-phthalaldehyde analogues for further application.

Experimental
Materials and methods
All the chemicals were purchased from Acros Organic or

Sigma-Aldrich and were used as received without further purifi-

cation. Microwave-assisted organic synthesis was carried out

using a 400 W Biotage initiator oven. Samples were placed in a

sealed vial and irradiated with a temperature control. Auto-

mated flash chromatography was performed on a Puriflash 430

(Interchim) incorporating a quaternary pump system, diode

array and evaporation light scattering detectors using SiO2 HC

prepacked cartridge. NMR spectra were recorded at 300 K with

a Bruker Ascend 400 spectrometer operating at 400 MHz and

101 MHz for 1H and 13C, respectively. Traces of residual sol-

vent were used as internal standard.

Synthetic procedures
2-((Prop-2-ynyloxy)methyl)furan (2). Adapted from refer-

ence [17]: Furfuryl alcohol (9.0 mL, 103.8 mmol) was added

dropwise to a solution of NaH (5.0 g, 207.5 mmol) in DMF

(100 mL) at 0 °C. After 90 minutes, propargyl bromide

(12.7 mL, 114.2 mmol) was added dropwise and the resulting

mixture was stirred overnight at room temperature. Water was

then added to the solution. The aqueous phase was extracted

several times with Et2O until a colorless organic phase was ob-

tained. The combined organic phases were washed with brine,

dried over MgSO4 and concentrated under reduced pressure.

The oily product was finally washed with hexane to obtain the

desired compound 2 as a brown oil (14.1 g, quantitative yield).
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.40 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 6.35 (d,

J = 3.1 Hz, 1H), 6.33 (dd, J = 3.1, 1.5 Hz, 1H), 4.54 (s, 2H),

4.13 (d, J = 2.3 Hz, 2H), 2.46 (t, J = 2.3 Hz, 1H); 13C NMR

(101 MHz, CDCl3) δ 150.9, 143.2, 110.5, 110.2, 79.4, 74.9,

63.2, 56.9. Spectroscopic data were in accordance with data

from a previously reported synthesis [27].

4,5-Dihydroisobenzofuran-5-ol (3). Adapted from reference

[19]: Compound 2 (14.1 g, 103.8 mmol) was added to a solu-
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tion of t-BuOK (23.2 g, 207.5 mmol) in 100 mL of t-BuOH and

heated at reflux for 5 hours. Then, 100 mL of water were added

followed by multiple extractions with Et2O until a colorless

organic phase was obtained. The combined organic phases were

washed with brine, dried over MgSO4 and evaporated in vacuo.

The product was then purified by flash chromatography using a

SiO2 cartridge (80 g) with a gradient of hexane/AcOEt from 2:1

to 1:1 (TLC hexane/AcOEt 2:1 Rf = 0.4). Pure 4,5-dihy-

droisobenzofuran-5-ol (3) was obtained as a yellow oil (12.0 g,

85%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.31 (s, 1H), 7.19 (s, 1H),

6.51 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 5.92 (dd, J = 9.8, 3.9 Hz, 1H), 4.49 (td,

J = 6.6, 3.9 Hz, 1H), 2.87 (dd, J = 15.7, 6.6 Hz, 1H), 2.77 (dd,

J = 15.7, 6.6 Hz, 1H), 2.03 (s, 1H); 13C NMR (101 MHz,

CDCl3) δ 138.3, 137.3, 129. 7, 120.4, 119.9, 117.3, 65.5, 27.9.

Spectroscopic data were in accordance with data from a previ-

ously reported synthesis [28].

5-Methoxy-4,5-dihydroisobenzofuran (4b): Compound 3

(3.3 g, 24.3 mmol) was added to a solution of NaH (1.46 g,

36.4 mmol) in anhydrous dioxane (20 mL). After 15 minutes,

methyl iodide (1.8 mL, 29.1 mmol) was slowly added and the

resulting solution was stirred overnight at room temperature.

The reaction was quenched by the addition of EtOH followed

by water and the resulting heterogeneous mixture was filtered.

The resulting solution was then dried over MgSO4 and concen-

trated under reduced pressure to obtain the title compound

(3.4 g, 95%) as an orange oil used without further purification.

IR (ATR, cm−1) 1075, 791, 586; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ

7.30 (s, 1H), 7.18 (s, 1H), 6.55 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 5.93 (dd, J =

9.9, 3.6 Hz, 1H), 4.12–4.11 (m, 1H), 3.39 (s, 3H), 2.90 (dd, J =

15.6, 6.1 Hz, 1H), 2.76 (dd, J = 15.6, 6.1 Hz, 1H); 13C NMR

(101 MHz, CDCl3) δ 137.8, 137.1, 127.6, 120.7, 120.2, 117.8,

74.2, 56.0, 24.4.

4-Methoxy-ortho-phthalaldehyde (5b): A mixture of com-

pound 4b (3.4 g, 22.7 mmol) and DDQ (10.3 g, 45.3 mmol) in

anhydrous dioxane (100 mL) was stirred at room temperature

for 2 days. Excess of DDQ was eliminated by filtration and the

remaining solid was washed with CH2Cl2. The liquid phase was

dried over MgSO4 and concentrated under reduced pressure to

obtain a residue which was purified by two successive flash

chromatography runs. The first one was run on 100% DCM

mobile phase in order to eliminate DDQ residue (Rf = 0.9) and

the second with ethyl acetate/hexane (3:1) in order to separate

4-MeO-OPA (Rf = 0.6) from OPA (Rf = 0.9). The resulting oily

brown product is finally recrystallized in hexane to afford 5b as

white needles (2.8 g, 63%). mp 41–42 °C (Lit. [29] mp

41–43 °C); 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 10.67 (s, 1H), 10.34

(s, 1H), 7.94 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.22

(dd, J = 8.5, 2.6 Hz, 1H), 3.95 (s, 3H); 13C NMR (101 MHz,

CDCl3) δ 192.0, 191.0, 163.9, 138.7, 134.6, 129.6, 118.9,

114.7, 56.0. Spectroscopic data were in accordance with data

from a previously reported synthesis [30]

4-Hydroxy-ortho-phthalaldehyde (6): A mixture of com-

pound 5b (200 mg, 1.2 mmol), p-TsOH (1.68g, 9.8 mmol) and

[Bmim]Br (4.0 g, 18.3 mmol) was placed in a sealed vial and

irradiated under microwave irradiation for 30 minutes at 150 °C

under strong agitation. After cooling, the mixture was vigor-

ously extracted with Et2O overnight. The ether layer was sepa-

rated and concentrated under vacuum to obtain crude com-

pound 6 which was then crystallized in hexane to obtain yellow

crystals (181 mg, quantitative yield). Mp: >85 oC (dec.) (Lit.

[17] mp: >85 °C); 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 10.65 (s, 1H),

10.31 (s, 1H), 7.91 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.43 (d, J = 2.6 Hz, 1H),

7.19 (dd, J = 8.4, 2.6 Hz, 1H); 1H NMR (400 MHz, DMSO) δ

11.00 (s, 1H), 10.49 (s, 1H), 10.27 (s, 1H), 7.92 (d, J = 8.4 Hz,

1H), 7.26 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.17 (dd, J = 8.4, 2.5 Hz, 1H);
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 192.2, 191.2, 160.7, 139.0,

135.4, 129.9, 120.2, 116.8; 13C NMR (101 MHz, DMSO) δ

193.8, 192.3, 162.8, 139.5, 134.9, 128.7, 120.4, 116.3. Data

were in accordance with the literature [17].
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