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(Note de laboratoire), par Patrick DANSETTE et Robert AZERAD.

(Institut de biochimie, Faculté des Sciences, 91-Orsay.) (Manuscrit reçu le 29.1.68.) Les aldéhydes p-hydroxy-et dihydroxy-3,4-benzoïques et les acides o-et p-aminobenzoïques radioactifs ont été préparés à partir de phénol ( 14 C-U), catéchol ( 3 H-G) ou toluène ( 14 C-2,3,4,5).

Afin d'étudier l'incorporation éventuelle de molécules aromatiques marquées dans le noyau des quinones naturelles (ubiquinones et ménaquinones) nous avons effectué, à partir de molécules marquées existantes, des préparations simples de petites quantités des composés suivants :

p-hydroxybenzaldéhyde ( 14 C-1,2,3,4,5,6); dihydroxy-3,4-benzaldéhyde ( 3 H-2,5,6); acide p-aminobenzoïque ( 14 C-2,3,4,5); acide anthranilique ( 14 C-2,3,4,5,6).

La synthèse des aldéhydes, inspirée de travaux antérieurs (1, 2) utilise la condensation du dichlorométhyl-méthylsulfure avec un noyau phénolique, suivie de l'hydrolyse de l'intermédiaire formé . Le p-hydroxybenzaldéhyde ( 14 C-1,2,3,4,5,6) a été obtenu avec un rendement de 58 % à partir du phénol ( 14 C -U) et purifié par extraction au bicarbonate et sublimation. Le dihydroxy-3,4 benzaldéhyde {3H-2,5,6) a été obtenu avec des rendements de 17 à 23 % à partir du catéchol ( 3 H -G) et purifié par chromatographie sur couche mince.

Les acides p-aminobenzoïque (14C-2,3;4,5) et anthranilique (14C-2,3,4,5,6) ont été obtenus en trois étapes à partir du toluène (14C-2,3,4,5) par nitration en nitrotoluènes (3), oxydation permanganique en acides nitrobenzoïques (4), séparation sur papier des deux isomères (5) et hydrogénation (palladium 10 % sur charbon); les rendements finaux respectifs sont de 49 et 28 %.

PARTIE EXPÉRIMENTALE.

Origine des produits.

Le phénol (UC -U) (10,7 mC/mM) et le catéchol (3H-G) (330 mC/mM) proviennent du Radiochemical Centre, Amersham (England); le toluène ( 14 C-2,3,4,5) (2, 91 mC/mM) p-hydroxybenzaldéhyde ( 14 C-1,2,3,4,5,6) (1,2).

10 mg de phénol ( 14 C-U) (0,1 mC; act. spéc.: 0,92 mC) sont dissous dans 2 ml de chlorure de méthylène refroidis à 0 °C. On ajoute, sous agitation magnétique, 0,02 ml de dichlorométhyl-méthylsulfure; puis en 30 s, 0,025 ml de SnCl 4 . On laisse agiter 6 mn puis on hydrolyse par 1,5 ml à 10 % pendant 5 min. On extrait 3 fois par 4 ml de chlorure de méthylène, qu'on réextrait 4 fois par 3 ml d'une solution de bicarbonate à 5%. La phase aqueuse acidifiée est extraite à l'éther, l'extrait séché est évaporé à sec et le résidu sublimé (100 °C/0,5-1 mm) dans un appareil refroidi par un mélange acétone-carboglace, F = 114 °C. (Rdt = 58% activité spécifique 0,9 mC/mM).

La radiochromatographie sur gel de silice G (7) de I'aldéhyde ainsi obtenu indique une pureté de 98 % : acétate d'éthyle-chloroforme-acide acétique (49: 49 : 2), Rf = 0,41; benzèneméthanol (9: 1), Rf = 0, 35. La chromatographie du chlorure de méthylène non extrait montre la présence d'aldéhyde salicylique; quand la réaction est conduite en absence de solvant, il se forme 40 % de cet aldéhyde.

Dihydroxy-3,4 benzaldéhyde ( 3 H-2,5,6) (1)

La réaction est effectuée sur 11 mg de catéchol (12,5 mC : act. spéc. : 120 mC/mM) dans 5 ml de chlorure de méthylène; le temps de réaction est de 4 mn, celui d'hydrolyse de 7 mn. On sature de NaCl et extrait au chlorure de méthylène. La phase organique est chromatographiée sur couche mince de silicagel G par double migration dans le solvant benzène-méthanol-acide formique (88: 10: 2). L'élution par l'éther fournit l'aldéhyde Rdt = 17, 23%. (Act. spéc. 50 mC/mM). On récupère 25 à 30 % du catéchol. La même réaction, effectuée dans les mêmes conditions sur le catéchol pur non radioactif, a permis cependant des rendements de 32 à 36 %.

La pureté de l'aldéhyde, vérifiée par radiochromatographie sur silicagel G (7) dans le solvant benzène-methyléthylcétone (7 : 3) (Rf = 0,63) est de 95 %, le reste de la radioactivité correspondant à l'acide dihydroxy-3,4 benzoïque (Rf = 0,47). Une seconde chromatographie permet d'obtenir un aldéhyde de pureté supérieure.

o-et p-nitrotoluènes ( 14 C) (3).

A 32,8 mg de toluène ( 14 C-2,3,4,5) (1 mC: act. spéc. : 2,9 mC/mM), refroidis à 0 °C, on ajoute, en agitant, 75 mg (= 50 µl de HNO 2 concentré (d= 1,49)); on agite pendant 4h à 0 °C puis 15h à 22 °C. L'extraction à l'éther fournit 43 mg d'un mélange d'o-et p-nitrotoluènes. La chromatographie en phase gazeuse (SE30 10 % sur célite 160 °C) permet de déterminer le rapport des deux isomères : 55-65 % de para-, 45-35 % d'ortho-, traces de méta-.

Acides o-et p-nitrobenzoïques ( 14 C) (4).

A 43 mg de nitrotoluène dans 10 ml de soude 6 % portés à ébullition on ajoute en 1 h par petites portions 120 mg de KMn04. On maintient 2 h à reflux, puis après refroidissement on acidifie et décolore par SO 2 . On extrait à l'éther en continu pendant 18h. Les acides o-et pnitrobenzoïques sont séparés par chromatographie de l'extrait sur deux feuilles de papier Whatman n° 3, dans le solvant n-butanol saturé d'ammoniaque 5 N: acide o-nitrobenzoïque Rf = 0,42; acide p-nitrobenzoïque Rf = 0,55. Chaque acide est élué dans un soxhlet par l'acétate d'éthyle.

Acides p-aminobenzoïque et anthranilique ( 14 C).

La solution d'acide nitrobenzoïque dans l'acétate d'éthyle, concentrée à 50 ml, est directement hydrogénée en présence de 10 mg de Pd (10 %) sur charbon. On agite à 22 °C pendant 3 h en renouvelant 3 fois l'hydrogène. Après filtration, l'évaporation du solvant fournit l'acide cristallisé. La pureté est vérifiée par radiochromatographie sur papier dans le dernier solvant cité; le chromatogramme est découpé en bandes de 1 cm et chaque bande comptée en scintillation liquide. On obtient ainsi 14 mg d'acide anthranilique (Rf: 0,24; F=144°; Rdt = 28 % ; pureté = 99 %) et 24 mg d'acide p-aminobenzoïque (Rf = 0,98; F = 185 °C; Rdt = 49 % ; pureté= 99 %).
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  , Saclay (France). Le dichlorométhyl-méthylsulfure a été préparé selon BOBERG et coll. (6); le produit, rectifié sous vide (Eb60 = 60 °C), est conservé à -20 °C en ampoules scellées.